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1. Introduccién

Actualmente la medicina tradicional es un recurso fundamental en la salud humana. Las
plantasy arboles que se han empleado han servido como base para la medicinamoderna. No
obstante, en algunas zonas indigenas, las plantas medicinales son el Unico recurso que
disponen a faltade instituciones médicas (Blanca Escamilla, 2023). Las bases cientificas para
el uso eficaz y seguro de plantas medicinales se relacionan con investigaciones realizadas.
Las plantas medicinales constituyen un tipo de medicina debido a su composicion quimica.
La composicion de cada una de estas podria actuar sobre el mecanismo fisiolégico o

patoldgico del organismo (Soria, 2018).

El consumo de plantas medicinales ha incrementado en los ultimos afios debido los
metabolitos secundarios que estas poseen. Estudios realizados por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), establecen que por medio de la bio-inspeccion de agentes bioldgicos se

podrian disefar alternativas de tratamiento a diferentes patogenos.

Una de las limitantes de los tratamientos contra infecciones, ademas de enfermedades como
en céncer suelen ser paliativas. Ademas, pueden dafiar el ADN y originan lesiones externas.
Ya que so6lo una quinta parte de los pacientes tienen tumores curables en el caso del cancer.
El Unico tratamiento disponible con intencion curativa es la cirugia seguida de una

quimioterapia adyuvante (Robatel and Schenk, 2022).

No obstante, las limitaciones para infecciones se deben a grandes desafios debido a que
muchos laboratorios carecen de pruebas de susceptibilidad, por ejemplo, para Candida spp.
Dado este panorama, algunos modelos de respuesta incluyen el uso de compuestos naturales
en las férmulas de algunos antibioticos (Delgado and Cerdas, 2021; Gautam and Jachak,
2009).

Existen numerosas investigaciones que buscan encontrar compuestos naturales y enfocarlos
a la actividad bioldgica. Por ejemplo, varias de estas lineas de estudio estan dirigidas al

estudio de la familia Equisetaceae.

Equisetaceae es unafamiliamonotipicade plantas herbaceas y vivaces. Mismas tiene rizomas
y tallos articulados. EI género Equisetum es de los pocos representantes de la familiaque ha

subsistido. Los representantes del género Equisetum destacan por la presencia de un rizoma
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articulado del que se forman tallos aéreos huecos (de Queiroz et al., 2015). Dicho género
comprende aproximadamente 20 especies. Sin embargo, en México, se localizan cinco
especies principales; por ejemplo, Equisetum arvense, Equisetum hyemale, E. laevigatum, E.
myriochaetum y E. telmateia (Sandhu et al., 2010). Equisetum arvense, también conocida
como cola de caballo tiene propiedades bactericidas, asi como actividad diurética,
antiinflamatoria y hepatoprotectora (Dos Santos et al., 2005). De la misma forma, otras
actividades reportadas son; antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas, cosméticas,
antiproliferativa, antiulcer6geno. Ademas, atin no se tiene estudios suficientes, sinembargo,

puede mostrar actividad anticancerigena (de Queiroz et al., 2015; Sureshkumar et al., 2023).

Sin embargo, asi como otras fuentes naturales algunas desventajas presentes en productos de
estaindole se atribuyen a su poca solubilidad, las cantidades de los activos son bastante bajos
al ponerlos en medicamentos, atendan la sefializacién proinflamatoria asociada a los rayos
UV (Zhang et al., 2018). De igual manera, se debe de tener en cuenta sus efectos adversos,
su estabilidad y biodisponibilidad (Peng et al., 2019).

El presente trabajo propone la investigacion de la actividad bioldgica de Equisetum hyemale
a partir de la obtenciony purificacion de extractos vegetales de polaridad creciente. De igual
manera, tiene por objetivo preparar nanoparticulas de cobre y liposomas para la

encapsulacion de los extractos obtenidos como una alternativa nanobiotecnoldgica.
I.I. Antecedentes

Actualmente la medicina tradicional es un recurso fundamental para la salud humana. Las
plantas empleadas son la base para el desarrollo de la medicinamoderna. En afios anteriores,
las especies utilizadas eran solos nativas. Actualmente también se emplean algunas
introducidas o externas al lugar donde se esté realizando la investigacion (Lopez Villarreal
et al., 2022).

En este sentido, se ha investigado a la familia de plantas Equisetaceae o cola de caballo
debido a que forman parte de un antiguo grupo de plantas productoras de esporas. En la
actualidad, Equisetum es el Unico género superviviente con 15 subespecies clasificadas en
dos subgéneros (Equisetum e Hippochaete). Tipke et al. (2019) han descrito la presencia de

varios alcaloides Ginicos en este género por medio de métodos analiticos como cromatografia
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de liquidos de alta eficienciay espectroscopia infrarroja. Como resultado a ello, se reporto la
presencia de nicotina en una de las especies de este género. Por otro lado, las propiedades
farmacologicas notificadas de Equisetum hyemale respaldan su uso en la medicina
tradicional, aunque existen pocos estudios del uso tradicional para experimentos clinicos
(Sureshkumar et al., 2023). La informacion documentada revel que el género no solo es un
remedio herbal sino también tiene varios bioactivos con potencial uso para nuevos farmacos.
Con ello, en este estudio se afirmd que hay que seguir estudiando sus bioactivos y relacion

estructura-actividad con el fin de ver la accién asociada.

Dos Santos Alves et al. (2019) estudiaron las sustancias luteolina, acido fertlicoy cumarina
ya que fueronidentificados en concentraciones elevadas mediante cromatografia de ultra alto
rendimiento por electrospray. La actividad antimicrobiana se evalué mediante microdilucion
en caldo. Los compuestos fendlicos reportados fueron capaces de inhibir el crecimiento
visible de cepas bacterianas a bajas concentraciones de cada uno de los extractos realizados.
Con ello, en el articulo presente se sugiere que E. hyemale puede ser una alternativa para el
tratamiento de infecciones por microrganismo resistentes a farmacos sintéticos (Alveset al.,
2019).

Por otro lado, otro estudio present6 algunos de los metabolitos secundarios identificados en
este género. Estos fueron carotenoides y glucosidos fendlicos presentes en extractos de brotes
aéreosy rizomas subterraneos. Las muestras indicaron laacumulacién de dichos compuestos
especificos paracada una de las especies estudiadas (E. arvense, E. hyemale, y E. telmateia).
Uno de los resultados obtenidos fue que los glucosidos fendlicos fueron los que mas
contribuyen positivamente a la separacion de muestras de rizomas en comparacion con los

extractos de brotes aéreos (Jin et al., 2014; Parrish et al., 2022).

Se tomaen cuenta lo anterior, ya que el extracto metandlico de las partes aéreas ha mostrado
la presencia de metabolitos secundarios como rutina, quercetina y algunos glucésidos
fendlicos. Aunque se analizara la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, citotoxicidad
entre otras, cabe recalcar, que las partes aéreas de Equisetum hyemale poseen propiedades
anticorrosivas por los compuestos mencionados anteriormente. Esta propiedad no se ha
estudiado a fondo, por lo que los pardmetros atn no estan evaluados (“Equisetum hyemale,”
2021)
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Por ultimo, algunos de los extractos estudiados de esta especie son el hexanico, metandlico,
etanolico, acetato de etilo, diclorometanoy acuoso. Cada uno de estos extractos vegetales ha
sido sometido a distintos analisis. Algunos de los mas empleados son; espectroscopia
infrarroja, UV-Vis, cromatografia y resonancia magnética nuclear (RMN). Las propiedades
gue posee cada uno de ellos es debido a los compuestos identificados y aislados. No obstante,
aun se debe de estudiar a profundidad cada uno de los metabolitos secundarios presentes en
cada uno de los extractos para poder analizarlos e identificar la relacion actividad-estructura
para uso fututo en la medicinamoderna (Aguayo-Moraleset al., 2023; Pandey and Khatoon,
n.d.; Radojevic et al., n.d.).

Se ha reportado en literatura cientifica la presencia de compuestos fenélicos en extractos
etandlicos y metandlicos como el &cido cindmico, &cido clorogénico, acido cafeico, acido
galico, quercetina, luteolinay flavonas. En cada uno de estos extractos se ha demostrado que
el contenido de &cido galicoes 41.9 mgEAG/g (mg equivalentes de acido galico) por gramo
de muestra analizada y 5.5 mgEQ/g (equivalentes de quercetina) de quercetina (Aguayo-
Morales et al., 2023).

Dentro de los extractos metanolicos y etanolicos de la parte aérea se han encontrado
flavonoides como quercetina, kaempferol 3,7,4'-O-triglucésido, kaempferol 3,7-O-
diglucésido. Los compuestos mencionados tienen propiedades farmacoldgicas, como
actividad antimicrobiana, antioxidante, antiviral y anti-mutagénica (Aguayo-Morales et al.,
2023; Alves et al., 2019). No obstante, en un andlisis cromatogréafico realizado se demostr6
la presencia de cicloartenol. Cicloartenol tiene efectos antiinflamatorios al inhibir la
proliferacion celular. Ademas, muestra respuestas antioxidantes y antitumorales (Boeing et
al., 2021).

Se han identificado fitoquimicos similares en fracciones de E. hyemale obtenidos con éter
dietilico, hexano y cloroformo mediante maceracion como &cidos grasos insaturados,
diversas flavonas y carotenoides. Algunas de los compuestos presentes en fracciones de
extracto hexanico registrados por medio de distintas técnicas como cromatografia de liquidos
y espectroscopia de gases acoplado a masas son; 2,4-dihidroxiheptadec-16-enil acetato, 5-
hidroxi-3,4,7-trimetoxiflavonay 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato de butilo (Sureshkumar
et al., 2023).
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Figura l. Compuestos reportados de E. hyemale. A) acido cafeico, B) acido clorogénico, C) acido galico, D)
Kaempferol 7-O-R-D-glucopiranosido y D) Quercetina. (Realizados en ChemSketch)

Por otro lado, las fracciones del extracto de acetato de etilo han mencionado la presenciade
acido feralicoy cumarina. El &cido ferdlico es clasificado como un agente antiinflamatorio
y antioxidante, mientras que la cumarina se le atribuye actividad farmacoldgicay respuesta
defensiva de la planta ante patogenos externos (Alves et al., 2019).

En otro estudio, con distintos extractos de Equisetum hyemale se redujo la viabilidad celular
de un 30% a 60% con tres concentraciones (0.6, 1.2 y 2.4 mg/mL). Sin embargo, el efecto
observado no dependio de la concentracidny el tiempo de incubacion. Por otra parte, en el
mismo estudio la viabilidad de los fibroblastos de piel porcina se redujo de un 60 a 80% con
todas las concentraciones anteriores. No obstante, se report6 que tras 72 horas de tratamiento
con el extracto, la viabilidad se mantuvo (Aguayo-Morales et al., 2023).

En relacién con la actividad antimicrobianay antiinflamatoria atribuida a los extractos de E.
hyemale se explicd que el efecto antimicrobiano ocurre a concentraciones 10 a 30 veces
mayores que el efecto antiinflamatorio (de Queiroz et al., 2015). Por altimo, desde su
descubrimiento; los liposomas han sido ampliamente utilizados como modelos de membrana
y encapsulacién. Con posterioridad, se han empleado como sistemas de transporte, tanto en
la industria farmacéutica como la cosmética (Torell6 et al., 2002).

Los liposomas son estructuras esféricas que se forman espontaneamente cuando los lipidos

se dispersan en un medio acuoso. Los lipidos que se utilizan pueden ser de origen natural o
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sintéticoy se caracterizan por presentar una cabeza hidrofilicay una parte hidrofébica. Por
otra parte, también pueden contener un grupo denominado grupo esqueleto que sirve de
puente entre la parte polar y la no polar. Este grupo es usualmente glicerol o esfingosina. A
partir de ello, da lugar a los denominados glicerolipidos y esfingolipidos (Coban et al., 2023).
La lecitina ha sido ampliamente utilizada en la elaboracion de liposomas, es una fuente
natural de fosfolipidos, los cuales por sus propiedades anfifilicas en presencia de agua
permiten la formacion de los sistemas de membrana cerrados llamados liposomas (Bonechi
et al., 2018).

Los liposomas se encuentran entre los sistemas mas efectivos reportados en la literatura para
encapsulacién ya que poseen una excelente capacidad para incorporar sustancias hidrofilicas,
hidrofébicasy anfifilicas. Ademas, estos protegen a los compuestos encapsulados de agentes
externos como pH, oxigeno, enzimas y digestion en el estdbmago, con ello se mejora su
biodisponibilidad y liberacion en blancos particulares. Es por ello, que varios compuestos
antioxidantes extraidos de plantas han sido encapsulados en liposomas (Peng et al., 2019).
En esta investigacion se emplearael fosfolipido 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC).
Este es un fosfolipido con una cabeza polar y dos colas apolares.

Por otro lado, en cuanto a las nanoparticulas de cobre han tenido un gran impacto en
nanomedicinay biotecnologia por sus propiedades y morfologia. Las nanoparticulas pueden
unirse mediante interacciones electrostaticas, interactivas o de union a ranuras (Amjad et al.,
2021).

El cobre se ha convertido en un metal de interés debido a su presencia natural en los sistemas
bioldgicos, propiedades antimicrobianasy su mayor rentabilidad en comparacion con el oro
y la plata (Antonio-Pérez et al., 2023). Es importante sefialar que las caracteristicasy la
toxicidad de las nanoparticulas de cobre (CuNPs) estan influenciadas por distintos factores
como lacomposicion del agente bioldgico, la sal precursora utilizada, condiciones de sintesis
y el tamafio de particula resultante. Sin embargo, se ha reportado procesos de sintesis para
obtener NPs con alta actividad antimicrobianay baja toxicidad (Sanchez-Sanhueza et al.,
2016).

En este trabajo se realizaron CuNPs por una sintesis verde. La sintesis de nanoparticulas
metalicas implicaalgunos componentes principales; en este caso implican agentes reductores

y estabilizadores, en conjunto con un medio disolvente.
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En este caso, las soluciones de sales precursoras de cobre metalico se mezclan con extractos
de plantas en condiciones de reacciones especificas. En primer lugar, el cobre i6nico es
susceptible a recibir electrones de los compuestos vegetales con capacidad reductora. Los
grupos funcionales presentes en los diferentes compuestos de la planta dotan de una
capacidad redox que les permite participar en la biosintesis de las NPs como agentes

reductores, quelantes y conservantes de las NPs (Antonio-Pérez et al., 2023).

I.11. Justificacion

La aparicion de nuevas enfermedades, asi como el surgimiento de otras, hace hincapié en el
estudio de nuevas alternativas para su tratamiento o mitigacion. Una de estas alternativas es
el uso de distintas plantas. Por lo que el presente trabajo propone la investigacion de la
actividad bioldgica de Equisetum hyemale, asi como la obtencion de sus compuestos activos.
La identificacion de dichos compuestos sera de utilidad para conocer su estructura.
Asimismo, al tener en cuenta los diferentes compuestos activos, se podra ver el efecto del
extracto en los diferentes patdgenos ya que no se ha explorado a fondo su actividad
antimicrobianay antioxidante. De igual manera, se analizaré laactividad bioldgica que tenga
el extracto al estar unido a nanoparticulas de cobre y liposomas. Al estar unido tanto en
nanoparticulas de cobre como en liposomas potenciard su actividad antimicrobiana y

antioxidante, siendo el efecto mayor con estos nanomateriales.
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I1. Marco Tedrico

I1.1. Género Equisetum

Equisetum o mejor conocida como cola de caballo, es el Unico género viviente de la
division Equisetophyta. Los equisetos son plantas denominadas criptogamas vasculares
y herbéceas con hojas verticiladas. Ademas, estas poseen tallos fotosintéticos articulados

y con un estrobilo terminal (Gallardo-Pérez et al., 2006).

Como se menciono anteriormente, el estrobilo tiene una posicion terminal. En la mayoria
de las especies, los estrdbilos se sittan en el extremo de tallos vegetativos verdes. Sin
embargo, en pocas especies, los estrobilos se localizan al final de tallos gruesos. Estos
pueden persistir y tornarse verdes una vez que las esporas se han dispersado (Ferriol
Molina, 2019). Una de las propiedades que hacen Unica a este género es su alto contenido
de sales de silice, algunas de ellas son hidrosolubles (Villar Del Fresno and Peinado,
2006).

Por otro lado, aunque todavia las especies modernas sobrevivan. Existen alrededor de 20
especies del género Equisetum. La distribucidn de dichas especies se encuentra desde los
tropicos hasta el artico, exceptuando Australiay Nueva Zelanda. En México, se pueden
encontrar las especies E. arvense, E. hyemale, E. laevigatum, E. myriochaetum vy E.

telmateia (Gallardo-Pérez et al., 2006).

De acuerdo con su descripcion botanica y lo mencionado anteriormente. El equiseto es
una planta que puede alcanzar los 50 centimetros de altura. Posee un color verde
caracteristico. Ademas, de tallos huecos y recorridos por 6-12 surcos no muy profundos

y ramas secundarias con 4 angulos (Dos Santos et al., 2005).

Este tipo de planta se ha empleado con fines terapéuticos debido a las investigaciones
fitoquimicas y los estudios farmacoldgicos. Sus acciones diuréticas son suaves y se
atribuyen a los componentes flavonicos y saponinicos de la planta (Villar Del Fresno and
Peinado, 2006).

I1.1.1 Equisetum hyemale
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E. hyemale es el equiseto con mayor popularidad en México. Tiene distintos nombres de
acuerdo con laregion en donde este se encuentre. Sin embargo, es mejor conocido como

cola de caballo de invierno.

Es una hierba que puede medir hasta dos metros de altura, con tallos huecos quebradizos
y cilindricos de color verde oscuro sin ramificaciones. También posee anillos espaciados
que se encuentran alrededor del tallo. Mismas salen de las articulaciones. Los frutos son
conos pequefios que se encuentran en la parte terminal de la planta (Gallardo-Pérezetal.,
2006).

Las pequefias hojas que se pueden observar en esta especie son de 1 cm de largo y ancho.
Estan unidas formando una vaina o corona alrededor del tallo. Al igual que los helechos
y otras especies primitivas. Los equisetos carecen de flores. Su propagacion se realiza
mediante las esporas generadas a partir de esporangiéforos localizados en posicion

terminal en los tallos (Alves et al., 2019).

E. hyemale es originaria de Norteamérica. Habita en climas semisecos, secos y templados
entre los 1000 y 2600 metros sobre el nivel del mar. Estad asociada a diferentes
vegetaciones tales como la acuatica, barrancas del bosque mesdéfilo de montafiay bosque

de pino.

La colade caballo es empleadaen enfermedades renales y de vias urinarias. En el estado
de Puebla se emplea hervida. Sin embargo, en Hidalgo, esta coccidn se usa preparada
junto con otro tipo de especies y plantas como flor de pefia (Gallardo-Pérezetal., 2006).
Se ha demostrado experimentalmente las actividades diuréticas, antiinflamatorias y
antiespasmadicas. Estas comprueban la efectividad de la planta para la mayoria de los
usos tradicionales reportados anteriormente (Boeing et al., 2021).

I1.11. Extraccidén

La extraccion es unatecnicade separaciony purificacion paraaislar unasustancia de una
mezcla tanto s6lida como liquida. La clasificacion de esta técnica depende del estado
fisico de los materiales, este puede ser solido-liquido o liquido-liquido (Villamizar-\éliz
and Aular, 2022). El primer método; solido-liquido consiste en la penetracion del liquido

en poros del sélido. Asimismo, se disuelven los componentes a extraer (extraccion fisica)
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0 entraen reaccion con ellos (extraccién quimica). La sustanciapasa a la disolucién o el
producto se difunde hacia la superficie del cuerpo sélido y pasa a la masa fundamental
del liquido (Sanchez, 2016).

Por otro lado, la técnica de extraccion liquido-liquido esta basado en la inmiscibilidad
entre las dos fases que se generan a temperatura ambiente y presion constante. Los
distintos solutos presentes se distribuyen entre la fase acuosa y otra fase orgénica de
acuerdo con sus solubilidades relativas (Sosa Parra, 2018).

I1.111. Maceracion

La maceracion es una extraccion sélido-liquido. En este método el material crudo se pone
en contacto con una cantidad suficiente de solvente a temperatura ambiente para poder
lograr su extraccion completa. La materia vegetal se mezcla debidamente triturado con
un solvente hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Después de ello, se
filtrael liquido y se somete a evaporacion por medio de un rotavapor (Benitez-Benitez et
al., 2019). Con ello se obtiene el extracto vegetal deseado. Los compuestos presentes en

el extracto se pueden analizar mediante pruebas fitoquimicas preliminares.
I1.1V. Pruebas fitoquimicas

Las pruebas fitoquimicas preliminares tienen la facilidad de ser un procedimiento util,
sensible, especifico, rapido y sencillo a nivel de laboratorio ya que se requiere de equipo

minimo a utilizar.

Actualmente, se tienen desarrollados una serie de métodos para la deteccion preliminar
de los diferentes compuestos quimicos de una planta. Consistente en una reaccion
quimica que produce una alteracion rapida en la estructura molecular del compuesto.
Dicha alteracion puede ser lamodificacion de un grupo funcional, apertura de un sistema
anular o la formacion de un complejo. Lo cual da por resultado un cambio de color, un

precipitado o el desprendimiento de un gas (Coy Barrera et al., 2014)

Existen diferentes pruebas fitoquimicas preliminares para detectar flavonoides, taninos,

alcaloides, terpenos, esteroides entre otros.

11.V. Quimica de Equisetum
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Existen varios estudios que demuestran que las plantas de este género contienen esteroles,
trazas de alcaloides entre ellos la nicotina, &cidos fendlicos, carboxilicos. Por otra parte, se
han identificado flavonoides que no solo tienen interes porque intervienen en la actividad
farmacoldgica, sino que también constituyen mercados taxondémicos en los distintos
equisetos (Villar Del Fresno and Peinado, 2006). En la Figura Il se muestran algunos
compuestos reportados en el género Equisetum. E. arvense contiene varios de estos
compuestos como acido cafeico, quercetina, acido linoleico, entre otros (Boeing et al., 2021).
No obstante, en el extracto metandlico se reporta por DukiK y colaboradores la presenciade
4'-O-metilequisetumpirona (Mimica-Dukic et al., 2008).
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Figura Il. Estructuras de compuestos genero Equisetum. A) Acido cafeico, B) Quercetina, C) Nicotina y D)

Palustrina. (Realizadas en ChemSketch)

E. bogotense, E. debile y E. hyemale presentan quercetina como metabolito secundario en
comun. E. bogotense presenta nicotinay palustrinaen la mayoria de los extractos obtenidos.
E. debile reporta quercetina y kaempferol. E. hyemale, dependiendo del extracto es el
compuesto reportado. Sin embargo, mayoritariamente se ha analizado quercetina, acido
cafeico, &cido linoleico, &cido galicoy kaempferol (Boeing et al., 2021; Canadanovié-Brunet
et al., 2009; Sureshkumar et al., 2021; Tipke et al., 2019).
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Por otro lado, el analisis HPLC-ESI-MS/MS demostrd la presencia de nicotina en al menos
una muestra de cada especie de Equisetum. La cantidad total de nicotina no super6 los 250
Ha/kg y los 50 pg/kg para el subgenero Equisetum e Hippochaete respectivamente. Sélo una
de las especies de Equisetum; E. bogotense demostrd en este estudio ambos alcaloides

(palustrinay palustridieno) a niveles muchos més altos (20-800 mg/kg) (Tipke et al., 2019).
I1.V1. Dispersion dinamica de luz

La técnicade dispersionde luz presenta una serie de ventajas sobre otros métodos. Es posible
realizar experimentos con una amplia gama de concentraciones y temperaturas. ES una
técnica no invasiva que requiere cantidades bajas de muestra. Esta técnica es empleada para
determinar la distribucién de tamafios de particulas en suspension o macromoléculas en
solucidn tales como proteinas o polimeros. Por ejemplo, el tamafio de nanoparticulas para

uso en nanomedicina o en otras areas de interés (Bhattacharjee, 2016) .

Normalmente, un laser proporcionauna luz incidente monocromatica, la cual se incide sobre
la muestra con pequefias particulas en movimiento browniano. Después de ello, a través del
proceso de dispersion de Rayleigh las particulas cuyos tamafios son suficientemente
pequefios en comparacion con la onda de luz incidente difractaran la luz en toda direccion
con diferentes longitudes de onda (Moréan and Alejandro, 2019). La dispersién de luz esta
altamente correlacionada con la distribucion de tamafios de particulas analizadas (“2.4,”
2022).

I1.VI1. Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica de andlisis topogréafico,
estructural, y composicional. Esta técnica se ha empleado extensamente en el estudio de

semiconductores, nanoparticulas, modificacién de productos comerciales, catalisis.

La idea de funcionamiento de este metodo es la generacion de un haz de electrones de alta
energiay se usa un sistemade lentes para focalizar el haz y hacerlo incidir sobre la muestra.
La muestra genera a su vez electrones llamados electrones secundarios o retro dispersados
como respuesta al impacto electronico. Dichos electrones salen de la muestra y son

detectados mediante dispositivos especializados (Clavijo Penagos, 2013).
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Dada la altaresolucién que se puede lograr con el SEM es posible conocer las caracteristicas
maés detalladas de un material como su estructura cristalina, porosidad, morfologia superficial

e incluso su composicién quimica (Barrera et al., 2000).
I1.VII1I. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja se basa en la absorcién por parte de la materia en la regidn
correspondiente a longitudes de onda entre 780 nm y 1mm. Los fotones de la radiacion
infrarroja son menos energéticos que los correspondientes a la region visible. La absorcion
de radiacion infrarroja (IR) se ve condicionada por la existencia de enlaces quimicos
covalentes que puedan oscilar con respecto a una posicion de equilibrio. Es decir, Gnicamente
absorberan radiacién IR especies moleculares con la excepcion de moléculas diatémicas

homonucleares (Skoog et al., 2017).

Cada grupo funcional absorbera a una o varias longitudes de onda caracteristicas
correspondientes, cada una de ellasa un modo de vibracion diferente. Con ello, da lugar a un
espectro caracteristico. Segun, la fortaleza de los enlaces y la masa de los &tomos implicados
serd necesario mas 0 menos energia para que se produzca la absorcién de la radiacion
(Coleman, 1993).

I1.1X. Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es una de las herramientas mas utilizadas en quimica analitica,
tanto en el analisis cualitativo como en el cuantitativo. Uno de los usos de esta técnicaes la
identificaciony determinacion de la concentracion de un analito en disolucion (Skoog et al.,
2017).

Esta técnicautilizaradiacion electromagnética de las regiones visible, ultravioleta cercanae
infrarroja cercana. La radiacion absorbida por las moléculas desde esta regidn del espectro

provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas (Martinez and Maria, 2012).

Los maximos de absorcion se deben a la presenciade croméforos en la molécula; es decir la
parte de la molécularesponsable de la absorcion de luz. Se considera fundamental la ley de
Lambert-Beer en esta técnica. Esta ley relaciona la concentracion de un analito absorbente

con el espesor de muestra y con su absorbancia (Martinez and Maria, 2012).
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I1.X. Resonancia magnética nuclear de hidrogeno

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica ampliamente utilizada para el
analisis estructural de compuestos organicos. Dicha técnica se fundamenta en la absorcion

de radiofrecuencias por un nucleo atdbmico sometido a un campo magnético (Ramirez, 2002.)

Se centrara en la Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (*H-RMN). El superindice 1
indica que se medira el isétopo *H. Al aplicar un campo magnético externo, los nicleos de
los atomos de hidrégeno alinean su spin a favor o en contra del campo. Los protones que
orientan su spin a favor del campo se denominan protones alfa. Mientras, que aquellos que
lo orientan en contra del campo se denominan protones beta (Laurella, 2017). Cabe
mencionar que los espectros RMN suelen mostrar un grafico de absorbancia contra
desplazamiento quimico, que es equivalente a un grafico de absorbancia vs frecuencia
aplicada. Es importante mencionar que a medida que el desplazamiento quimico aumenta, la
frecuencia también aumenta. Aquellos protones que absorben a desplazamientos altos
absorben a campos bajos. Por el contrario, para los que absorben a desplazamientos quimicos

bajos absorben a campos altos (Laurella, 2017).
11.X1. Cromatografia de liquidos de alta eficacia

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es una técnica instrumental utilizada
en analisis quimicos con la cual se permite separar mezclas, purificar y cuantificar
componentes. Esta técnica consiste en una mezcla compuesta por el analito o la muestra de
interés. Ademas, de uno o mas solventes que actian como la fase maévil. Es decir, la que
arrastraal analito por todo el equipo de HPLC y la columna (“Cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC),” 2020).

Como se mencioné anteriormente existe una fase maovil y una columna cromatogréfica. La
fase movil o eluyente debe de desgasificarse primero. De tal modo que las burbujas no
afecten la separaciéon de las moléculas del analito. Por otro lado, la columna cromatografica

se ubica dentro de un horno que permite regular la temperatura (Moreno, 2001).

La fase mdvil con el analito disuelto ingresaa la columnay de ellaeluyen las moléculas que
son menos afines a la fase estacionaria. Mientras, que las moléculas que tienen una afinidad

mayor son retenidas por ella. Cada molécula eludida genera una sefial en el cromatograma,
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donde se observan los tiempos de retencion de las moléculas separadas (“Cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC),” 2020).

11.X11. Cromatografia de gases acoplado a masas

La cromatografia de gases acoplado a masas (GC/MS por sus siglas en inglés) es una técnica
que se considerauna de las méasviables para analizar metabolitos debido a su alta resolucion
cromatografica. Ademas, de las condiciones estandarizadas de ionizacion que permiten
establecer una biblioteca de espectros de masas (Kvitvang et al., 2011). Esta técnica se basa
en la separacidn, identificacion y cuantificacion de mezclas de sustancias volatiles. La
separacion de dichas sustancias depende de la diferente distribucion de las sustancias
analizadas entre la fase movil y la fase estacionariaque conforman el sistema (Sureshkumar
et al., 2023).

Una vez separadas las sustancias son fragmentadas y analizadas en funcion del patron de
fragmentacidn de cada una de ellas. Este puede ser comparado con informacion contenidaen
base de datos de espectros de masas para su identificacion preliminar. La identificacion
definitiva, asi como la cuantificacion de la sustancia debe hacerse mediante una sustancia de

referencia (Aguayo-Morales et al., 2023).
11.X111. Rotavapor a presion reducida

El método empleado para eliminar disolventes en el laboratorio es la técnica de evaporacion
rotativa o rotavaporacion. Un rotavapor rotativo es una destilacion a presion reducida en
donde una solucién es un matraz de fondo redondo se coloca en un bafio de agua. Esta
solucidn se gira mientras el sistema esta parcialmente evacuado mediante un aspirador de

agua y una bomba de vacio (Carmona-Hernandez, n.d.; Hernandez et al., 2015).

La presion reducida en el sistemahace que el disolvente hierva a una temperaturainferior a
lanormal. La rotacion del matraz aumenta la superficie del liquido y por lo tanto la velocidad
de evaporacion. El vapor del disolvente se condensa, con ello entra en contacto con un

condensador de agua y gotea en un matraz receptor (Saldias Villanueva, 2011).

11.X1V. Pruebas bioldgicas
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Los compuestos presentes en plantas medicinales brindan oportunidades ilimitadas para
nuevos prospectos de medicamentos. En la actualidad, centros de investigacion buscan y
analizan los compuestos bioactivos de distintas plantas con el fin de obtener medicamentos
terapéuticos a base de productos naturales. Estos compuestos pueden tener actividad
anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante, antifingica, analgésica, fotoprotectora. Las
propiedades bioldgicas de la planta indican una estrecha relacién entre la fitoquimica, la
farmacognosiay el uso de la plantaen la medicinatradicional de las especies utilizadas. Esto
dependera de la region y de lo que se quiere estudiar (Hernandez et al., 2015) (Silvaet al.,
2003).

11.XI1V.l Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno, entre otros radicales pueden generar estrés oxidativo. Por
lo cual se le atribuye muchas enfermedades degenerativas. Se ha evidenciado que las plantas
y sus constituyentes son fuente de antioxidantes. Los antioxidantes son conocidas como
moléculas que actlan antes y durante una reaccion en cadena. Como se menciono
anteriormente, los antioxidantes derivados de plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, cumarinas, flavonoides, entre otros. Los cuales a partir de sus propiedades
6xido-reduccion pueden actuar como donadores de protones y de esta manera prevenir o

retrasar el desarrollo de dichas enfermedades (Tovar del Rio, 2013).

La actividad antioxidante de una muestrano puede ser determinada basandose en un ensayo
de prueba. Para evaluar la actividad antioxidante, la gran mayoria de los ensayos utilizados
se dividen en dos categorias. Una de ellas es basada en la reaccién por transferencia de
electrones. Otra de ellas, estd basado en la transferencia de atomos de hidrégeno
(Ravichandran et al., 2014).

Los ensayos basados en la transferencia de electrones involucran una reaccion o6xido-
reduccion con el oxidante como un indicador del punto final de la misma. Entre estos
ensayos, se encuentra el método DPPH. Esta molécula es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa.
Dicha deslocalizacion intensifica el color violeta, misma que absorbe a 517 nm (Tovar del
Rio, 2013).
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11.X1V.11 Método Kirby-Bauer o difusion en disco

La prueba o método de Kirby-Bauer es usado para evaluar la sensibilidad de los
microorganismos a los antibioticos, ademas en este caso a cada uno de los extractos. Este
método se basa en la colocacion de discos impregnados con antibiotico en placas de agar
inoculadas con el microorganismo que esta siendo probado o estudiado. EI método de Kirby-
Bauer es empleado como se mencion6 anteriormente para analizar la sensibilidad de un

agente microbiano frente a un antibidtico o quimioterapico (Kebede and Shibeshi, 2022).

En este caso se evaluaron diferentes cepas de microorganismos entre ellas; P. aeruginosa, S.
aerus, K. pneumoniae, E. coli, y P. mirabillis. Cada uno de ellos fue inoculado en placa con
agar Mueller-Hintona 37°C. Después de ello, se colocaron 7 discos; 6 de ellos con 30 uL de
cada una de las concentraciones de extracto y el 7° disco con 10 pL de fosfomicina como
control positivo. La fosfomicinaes un antibidtico utilizado paratratar infecciones en el tracto
urinario. Cada una de las placas fue destinada a una bacteria y con un extracto. Los extractos
evaluados para cada microorganismo fueron; hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y
metanodlico. Ademas, las concentraciones empleadas fueron; 50, 100, 150, 200, 250 y 300

pug/mL.
IL.XIV.111 Modelos in vivo para toxicidad

En los ultimos afios, el objetivo de muchos investigadores esta relacionado con el estudio de
productos naturales y nuevos procedimientos de ensayo. El principal objetivo es aislar
moléculas con estructuras novedosas, incluso aislar nuevos compuestos bioactivos que
tengan aplicaciones potenciales o puedan servir como compuestos guias para modificaciones

sintéticas (Pino Pérez and Jorge Lazo, 2010).

Un método dentro del grupo bioensayos mas utilizados lo ocupa el ensayo de Artemia spp.
Este es un ensayo general de amplio uso que determina el efecto letal de los materiales
analizados en larvas de Artemia spp. A partir de ello, se puede predecir su habilidad para
producir la muerte de células cancerigenas en cultivo de tejidos, matar insectos, y ejercer un
amplio rango de efectos farmacoldgicos. Ademas, dicho ensayo de letalidad en Artemia
salina se basa en la posibilidad de causar muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en

laboratorio a diferentes concentraciones del analito estudiado.



28

Este método fue propuesto por Michael y colaboradores y posteriormente desarrollado por
Vanhaecke como una herramienta atil para la determinacion de toxicidad (Fernandez-
Calienes Valdéset al., 2009). Este método en el cual se determinael valor de la concentracion
letal media (CLso) de compuestos y extractos en medio salino ha sido utilizado para la
deteccidn de toxinas de hongos y cianobacterias, toxicidad de extractos de plantas, metales
pesados y para predecir la citotoxicidad de compuestos puros (Fernandez-Calienes Valdés et
al., 2009).

11.XV. Patdgenos

La resistencia bacteriana ha sido considerada un problema, ya que cada vez se hace méas
dificil el tratamiento de enfermedades causados por patdgenos multirresistentes. De acuerdo
con Vanegas, D., “Una de las principales causas de la resistencia en bacterias, es el uso
indiscriminado de los antibidticos. Mismos que logran acelerar los procesos evolutivos”
(2020).

Se ha demostrado que uno de los principales mecanismos que contribuye a la resistenciade
bacterias de tipo Gramnegativas es el “quorum sensing (QS) que funcionacomo lenguaje de
comando para coordinar el comportamiento de la poblacidn bacterianay asi permite activar
la expresion de genes relacionados con los mecanismos de resistencia” (idem). El mecanismo
mencionado anteriormente es de vital importancia para adquirir resistencia ante los
antimicrobianos y su produccion es inducida por la molécula que lleva por nombre N-acil
Homoserina Lactona (AHL). Con ello, se relaciona el sistema de comunicacion a través de
moléculas inductoras. Las cuales en cepas de Pseudomonas aeruginosa regulan la expresion
de los genes que controlan los factores de virulencia (Arévalo, 2020).

Pseudomonas aeruginosa esta catalogada como “un bacilo Gram negativo que posee gran
versatilidad metabdlica. Mismo es reconocido como el principal agente nosocomial en la
actualidad, es patdgeno oportunista, causante del aumento de morbilidad y mortalidad de
pacientes inmunosuprimidos o con enfermedades cronicas a nivel mundial” (Murthy et al.,
2018). Con lo que se menciona previamente, se tomara en cuenta pseudomonas aeruginosa

a partir de pacientes con fibrosis quistica.
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Al igual que ocurre en otro tipo de patdgenos bacterianos, en P. aeruginosa la virulencia
contrae distintos factorese intervienen variables que involucran tanto la misma bacteria como
el hospedador.

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo que dispone de una gran versatilidad metabdlica.
Est4 catalogado como el agente nosocomial esencial en la actualidad. Ademas de ser
considerado como un patdgeno oportunista causante de mortalidad y morbilidad en pacientes
inmunosuprimidos o con enfermedades cronicas (Vanegas, 2020).

Por otro lado, Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica dentro del
género Klebsiella. Estda compuesto por bacterias Gramnegativas de la familia
Enterobacteriaceae que desempefian un papel importante en el desarrollo de enfermedades
infecciosas oportunistas (Vaghasiyaand Chanda, 2009). Klebsiella pneumoniae puede causar
neumonia bacteriana, aunque suele estar implicada en infecciones hospitalarias de vias
urinarias, especialmente en personas inmunodeprimidas. No obstante, Klebsiella
pneumoniae es el segundo patdgeno de vias urinarias después de E. coli (Vaghasiya and
Chanda, 2009). Esta bacteria se ha encontrado mucho més a menudo que en el pasado.
Reportes mencionan que es debido a la resistencia antibidtica que existe actualmente. Este
tipo de bacteria puede desarrollarse en presencia o ausencia de oxigeno libre, por lo que se
considera especie anaerobia facultativa. Se puede encontrar en la boca, piel y el tracto
intestinal; donde inicialmente no causa problemas infecciosos.

Al mismo tiempo, esta especie desarrolla una capsula de polisacaridos. La cual es un factor
determinante en la patogenicidad de la bacteria. La capsula protege al microorganismo de la
fagocitosis por parte de los polimorfonucleares; glébulos blancos (Nair et al., 2008).
Staphylococcus aureus ha sido considerado un patégeno con gran potencial para causar
multiples infecciones en el ser humano y animales. Esta formado por cocos Grampositivos,
con un didmetro de 0.5 a 1.5 um. Son bacterias no moviles, no esporuladas. Ademas, no
poseen una capsula aunque existen cepas que desarrollan una capsula de limo y son bacterias
anaerobias facultativas (J. Foster, 2002). El espectro de enfermedades es amplio y variado
desde infeccionesen la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la
vida. El impacto de las cepas S. aerus sobre la salud es la resistencia que puede presentar
frente a varios antibioticos, sobre todo a la meticilina (Cervantes-Garciaet al., 2014). No

obstante, se ha reportado que el analisis molecular y genético de S. aerus ha revelado la
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presencia de adhesinas de superficie que median la adherenciay colonizacién de las células
blanco. Ademas, de la secrecion de enzimasy toxinas responsables de la invasion. Asi como
ser la causa de enfermedades distantes del foco inicial (Bustos-Martinez et al., 2006).
Aproximadamente, 50% del genoma de esta bacteria presenta homologia con Bacillus
subtilis. Esto ha sugerido que estos dos microorganismos comparten ancestros en coman.
El diagnostico molecular es de suma importancia ya que ha incrementado la deteccién del
agente etiologico. Esto sirve para determinar la resistencia a los antimicrobianos. Los
métodos empleados estan dirigidos en detectar moléculas especificas, talescomo la proteina
unida a la penicilina (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Algunas de las cepas de S. aerus producen una capa polisacarido extracelular denominada
biofilm. Esta es una red extracelular que ayuda a la comunidad bacteriana a adherirse a
diferentes superficies (Betoni etal., 2006). Ahora bien, por otro lado, Proteus mirabilisesun
bacilo que produce casi todas las infecciones del ser humano. Estos microorganimos forman
parte de la flora fecal normal y estan presentesen el suelo y agua. P. mirabilis a menudo es
sensible a ampicilina, carbenicilina, ticarclina, pero es resistente a tetraciclinas (Pazlaetal.,
2023). Esta bacteria presenta por lo general forma de baston pero es un organismo dimorfico
que posee movilidad de enjambre (Pazlaetal., 2023). Ademas, se ha aislado de la microbiota
intestinal de varios mamiferos como ganado vacunoy porcino, mascotas como perrosy gatos
(Rather, 2005).

Por altimo, Escherichia coli esta presente como un miembro constante de la flora del tubo
intestinal. Es un bacilo Gramnegativo que no forma esporas. Este tiene movimiento por
medio de sus flagelos. Las bacterias Gramnegativas como E. coli son bacterias aerobias
comensales mas numerosas del intestino grueso (Parra et al., 2002). La infeccion mas comun
es la infeccidn del tracto urinario, por lo general es una infeccidn ascendente. Ademas,
también puede causar prostatitis y enfermedades inflamatorias pélvicas (“Infecciones por
Escherichiacoli - Enfermedades infecciosas,” n.d.). No obstante, otras cepas son capaces de
causar infecciones extraintestinales, si las barreras anatomicas normales del intestino estan
interrumpidas. En cuyo caso, los microorganismos pueden diseminarse a estructuras
adyacentes o invadir el torrente sanguineo. También, se pueden producir infecciones
hepatobiliares, peritoneales, cutaneas y pulmonares. E. coli puede producirse sin una puerta

evidente (Kaper et al., 2004).
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Siguiendo en el mismo punto, el uso de productos naturales como extractos de plantas
medicinales como agentes microbianos no ha sido nuevo. Se han utilizado para controlar
infecciones de bacterias patogenos a lo largo del tiempo. Sin embargo, en los ultimos afios,
la creciente demanda de componentes bioactivos ha llevado a una respuesta social
contundente para encontrar nuevos componentes 0 precursores que sean capaces de disminuir
el uso de antibioticos y hacer frente al desarrollo de resistencias a antibioticos. Es por ello
por lo que esto ha llevado a los investigadores a estudiar la actividad antimicrobiana de las

plantas medicinales (Santos et al., 2019).
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I11.1. Hipotesis

Los extractos; hexanico, cloroformo, acetato de etilo y metandlico y compuestos

identificados en Equisetum hyemale tienen actividades antibacterianas y antioxidantes.

La union de extractos y compuestos aislados a nanoparticulas de cobre o en liposomas

mejoran su desempefio antibacteriano y antioxidante.

111.11. Objetivo general

Aislar e identificar compuestos presentes de Equisetum hyemale y evaluar su actividad

bioldgica; como antibacteriana y antioxidante. Ademas de preparar nanomateriales con

extractos.

111.111. Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Recolectar materia vegetal y macerar parte aérea de la planta para obtener
extractos de polaridad creciente (hexanico, cloroférmico, acetato de etilo,
metandlico).

Realizar pruebas fitoquimicas preliminares

Analizar por técnicas espectroscopicas la composicion quimica de los extractos
obtenidos.

Sintetizar nanoparticulas de cobre y liposomas para evaluar su actividad
antibacteriana y antioxidante.

Realizar ensayo de toxicidad con Artemia salina para determinar el efecto toxico
de cada uno de los extractos.

Analizar por cromatografia en columna el extracto metandlico.
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1VV. Materiales

IV.1. Reactivos, disolventes y equipo:

Reactivos y disolventes

Etanol

Cloroformo 99.7%. Reactivo analitico
Anhidrido acético

Acido sulfurico

Cloruro férrico

Reactivo de gelatina

Acido clorhidrico

Viruta de magnesio amalgamado

Hidrdxido de sodio

Polvo de zinc

Reactivo de: Mayer, Dragendorff , Wagner y Rosenthaler
Piridina

Nitroprusiato de sodio

Cloruro de antimonio

Quercetina (Qu)

Caldo Mueller-Hinton

Agar Mueller-Hinton

Fosfomicina

Fosfolipido de diacilglicerol (POPC) 2mg/mL
Peroxido de hidrégeno

Sulfato de cobre

Equipo utilizado y productos

Licuadora

Balanza gravimétrica
Rotavapor

Bafo de agua

Instrumento de destilacion

35
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e Vasos de precipitado

e Pipetas graduadas

e Pipeta automatica

e Placas Petri de plastico

e Autoclave

e Parrilla de agitacion

e Probeta

e Mechero Bunsen

e Espétulas

o Papel filtro

e Papel aluminio

e Tubos de ensaye

e Agar Muller Hinton

e Tubos Falcon™ de 50 mL

e Sonicador

e Columna

e Matraces de fondo

e Tubos Eppendorf®
IV.11. Obtencion e identificacion de la planta

La planta Equisetum hyemale fue recolectada el dia 2 de abril de 2022 en Megaviveros

Cabrera ubicado en Calle Manuel Gomez Morin 3101, 74360 Cabrera, Atlixco, México. Fue
identificada por Dra. Amparo Bélgica Cerén Carpio y un espécimen fue depositado en el
Herbario de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla con nimero de colecta 88262.
IV.111. Proceso obtencién de la muestra
Se recolectaron 930.2278 g de planta a estudiar. La planta fue secada en una campana de
extraccion, se extendid en papel absorbente y se dejo secar a temperatura ambiente.
IV.1V. Maceracion con disolventes organicos para la obtencion de extractos
Una muestrade 930.2278 g de material secoy molido se maceraron con 3.0 L de hexano, 3.0
L de cloroformo, 3.0 L de acetato de etiloy por ultimo 2.0 L de metanol. EI material vegetal

con el disolvente se dejo reposar 3 dias y la mezcla fue agitada mecanicamente. Los
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disolventes se evaporaron a presion reducida hasta sequedad con un rotavapor. Los extractos
fueron almacenados en frascos de vidrio para su uso posterior
IV.V. Pruebas fitoquimicas preliminares
En este apartado se describen las pruebas realizadas para la identificacion de principios
activos correspondientes a Equisetum hyemale. Cabe mencionar que se emplearon los cuatro
extractos realizados.

IV.V.1. Triterpenos
Se disolvid alrededor de 0.1 mg extracto en 1 mL de cloroformo, se agregé 1 mL de anhidrido
acético resbalando por las paredes del tubo y se dej6 reposar en un bafio de hielo. Se considera
positiva la prueba en el momento en el que al afiadir 1 o 2 gotas de &cido sulfdrico
concentrado aparece en la interfase colores rojo, rosa, verde, purpura o azul.

IV.V. Il. Taninos
Se toma alrededor de 0.1 mg cada uno de los extractos para las pruebas con cloruro férricoy
con reactivo de gelatina. La aparicion de un precipitado denota una prueba positiva.

IV.V.111. Flavonoides

a) Shinoda
En un tubo con extracto diluido se le agreg6 un trocito de viruta de magnesio amalgamado.
Ademéas de unas gotas de acido clorhidrico concentrado. La aparicion de colores rojo
profundo al magenta indican la presencia de una flavona o dihidroflavonol. Las
dihidrochalconas y otros flavonoides no reaccionan.

b) Pew’s
A otro tubo con extracto diluido se le agreg6 polvo de zinc y unas gotas de acido clorhidrico
5 N. Solo los dihidroflavonoides reaccionan para dar colores que van del rojo purpura al rojo
cereza. Flavonas, dihidrochalconas y otros flavonoides dan una coloracion rosa o café.

c) Hidroxido de sodio
Para indicar la presencia de flavonoides, en un tubo con extracto diluido se agregaron unas
gotas de hidroxido de sodio diluido. La aparicién de colores como amarillo o0 naranja se
considera positiva la prueba para dicho compuesto.

IV.V. IV. Alcaloides
Una fraccion del extracto es disuelta bajo agitacion en acido clorhidrico diluido. Se filtra

hasta que el filtrado se observe totalmente transparente. El filtrado se ensaya con los reactivos
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para alcaloides: Mayer, Dragendorff y Wagner. Se consideran las pruebas positivas en las
que se presente la formacion de un precipitado.
IV.V.V. Saponinas
a) Con agua caliente
Se mezcla alrededor de 0.1 mg una porcidén del extracto con agua caliente en un tubo de
ensaye Yy se agita de manera manual por algunos minutos. Se considera positiva la prueba en
el caso de la formacion de espuma estable con apariencia de panal por unos minutos.
b) Rosenthaler
En un tubo de ensaye, se agrega el extracto correspondiente. A cada uno de ellos se le afiade
una gota del reactivo de Rosenthaler y una gota de acido sulfarico concentrado. Las saponinas
de triterpenos pentaciclicos dan un color violeta.
IV.V.VI. Glucoésidos cardiotonicos y lactonas sesquiterpénicas
a) Legal
A una porcién (alrededor de 0.1 mg) de cada uno de los extractos se le adiciona 2 o 3 gotas
de piridina. Se le afiade una gota de solucion reciente de 5% de nitroprusiato de sodio en agua
y 1 a 3 gotas de hidroxido de sodio 2N. La prueba se considera positiva cuando aparece un
color rojo intenso.
b) Cloruro de antimonio
El cloruro de antimonio se disuelve en cloroformoy se afiaden unas gotas a cada uno de los
extractos. La aparicion de un color violeta azulado se considera positiva.
IV.VI. Preparacion de medios de cultivo
IV.VI. I. Medio de cultivo Muller-Hinton
Para preparar agar Muller-Hinton se debe de tener en cuenta que para preparar 38 g de agar
se necesita 1L. Con esta referencia mencionada. Para preparar 9.5 g de agar hay que
disolverlos en 250 mL de agua destilada. La mezcla se pone en agitacién constante con ayuda
de una parrilla con agitacion. Una vez disuelto por completo, se cubre la poca del matraz con
papel aluminio. EI material se introduce a la autoclave y por medio de una esterilizacion de
vapor se esterilizara los materiales; en este caso el matraz que contenga el caldo y agar
Modeller-Hinton.

IV.VII. Preparacion de placas y actividad antibacteriana
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En primer lugar, al tener el agar estéril. Se debe tener en cuenta un lugar estéril de trabajo.
Se prende un mechero Fisher, y cada una de las cajas Petri se van abriendo una por una para
verter aproximadamente 20 mL de agar. El matraz que contenga el agar no debe de tocar la
caja Petri. Ademas, se debe de flamear laboca del matraz antesy después de verter agar. Una
vez, que se tengan todas las cajas Petri se dejan gelificar/solidificar para proseguir con la
incubacion de estas a 37 °C.

En este caso se evaluaron diferentes cepas de microorganismos entre ellas; P. aeruginosa, S.
aerus, K. pneumoniae, E. coli, y P. mirabillis. Cada uno de ellos fue inoculado en placa con
agar Mueller-Hintona 37°C. Después de ello, se colocaron 7 discos; 6 de ellos con 10 uL de
cada una de las concentraciones de extracto y el 7° disco con 10 pL de fosfomicina como
control positivo. La fosfomicinaes un antibiotico utilizado paratratar infecciones en el tracto
urinario. Cada una de las placas fue destinada a una bacteriay con un extracto. Los extractos
evaluados para cada microorganismo fueron; hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y
metandlico. Ademas, las concentraciones empleadas fueron; 50, 100, 150, 200, 250 y 300
pg/mL.

IV.VIII. Modelo in vivo para toxicidad

Este ensayo determina el efecto letal de las sustancias analizadas en larvas de Artemia spp.
Este ensayo se realiz6 en una placa de 96 pocillos. En cada uno de los pocillos, se introduce
250 mL de larva de Artemia spp. Posteriormente, se pone el volumen correspondiente a la
concentracion correspondiente. Las concentraciones por utilizar son: 50, 100, 150, 200, 250

y 300 pg/mL. El efecto se supervisa después de 1 hora de haber puesto el tratamiento.

IV.IX. Actividad antioxidante

Los ensayos basados en la transferencia de electrones involucran una reaccion dxido-
reduccién con el oxidante como un indicador del punto final de la misma. Entre estos
ensayos, se encuentra el método DPPH. Esta molécula es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacién de un electron desapareado sobre la molécula completa.
Dicha deslocalizacion intensifica el color violeta, misma que absorbe a 517 nm (Tovar del
Rio, 2013).
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El reactivo DPPH se prepara pesando 4 mg disueltos en 100 mL de etanol. Posteriormente,
este se debe de almacenar en un lugar obscuro. Asimismo, se analizaron diferentes
concentraciones 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL. En cada uno de ellos, se
mezcla 400 pL de la solucién de DPPH con 20 pL de cada una de las soluciones stock
correspondientes al volumen calculado de cada una de las concentraciones anteriores. Cabe
mencionar que el volumen de cada extracto se mezcla son 40 pL de etanol. Se espera 30
minutos en obscuridad total. Posteriormente, se lee la absorbancia a 517 nm.

IVV.X. Nanoparticulas de cobre

Los extractos de plantas contienen diversos tipos de metabolitos bioactivos como
flavonoides, fenoles, proteinas, terpenoides y taninos. Estos mismos actian como agentes
reductoresy estabilizadores capaces de reducir las sales metalicas hasta llegar a la formacion
de nanoparticulas (Hernandez and Pérez Olguin, 2023). Las nanoparticulas de cobre se
pueden obtener a través de distintas técnicas como lo son; reduccion quimica, sintesis
hidrotermal, sintesis asistida por microondas, método de poliol, entre otras (Sanchez-
Sanhueza et al., 2016).

Asimismo, el método que se siguid fue el siguiente, se disolvieron 0.017 g de sulfato de cobre
en 100 mL de agua destilada. Posteriormente, en otro vaso de precipitado se pesan 60 mg de
extracto y se disuelven en 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Se afiaden 30 mL de la
solucidn de cobre mencionada anteriormente. Con cuidado se agitay se calientea 60 °C. Un
cambio de color indica la formacion de nanoparticulas.

IV.XI. Liposomas

El método que se realizo por hidrataciony sonicacion. Ademas, de ciclos en frio. En primer
lugar, la sintesis de dichos liposomas de divide en dos fases; cada una de ellas comprende un
dia distinto. En primer lugar, se pone 1 mL de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC),
ademés de 1 mL del extracto a analizar en un matraz bola de 50 mL. Posteriormente, se
evapora por medio de un rotavapor y se deja reposar 2 h en un desecador. Concluidaslas 2 h
se hidrata la muestra con la solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.4 y se deja 1 hora a
temperatura ambiente. Por ultimo, se deja en el refrigerador toda la noche.

Al dia siguiente, al tener la muestra se pasa a un ciclo de enfriamiento por mediode 5 ciclos.
El ciclo consiste en meter la solucion (matraz bola) en nitrégeno liquido, bafio mariaa 40 °C

y vortex de 10 seg. Después de ello, se sonica durante 30 min. Sin embargo, el tiempo sera
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dependiente del tamafio que se quiera obtener. Asimismo, se debera de lavar una columna
flash de silice con 15 mL de solucion amortiguadora. Verter muestra (1 mL) en la columna.
Eluir muestra con 1.5 mL de solucion amortiguadora, se debe de descartar las primeras 3
gotas. El resto poner el tubo Eppendorf®. Después de ello, si se tiene otra muestra. Se puede
utilizar la misma columna, pero se debe de lavar otra vez con 15 mL de solucion
amortiguadora. No obstante, se debe de repetir el procedimiento para cada uno de los
extractos.

IV.XII. Caracterizacion de nanoparticulas y liposomas

La caracterizacion de las nanoparticulas de cobre tanto de los liposomas fueron a partir de
técnicascomo FTIR, UV-Vis, DLS y SEM. En cada una de estas técnicas se tienen que tomar

en cuenta las condiciones 6ptimas para cada una de las muestras sintetizadas.
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V. Resultados y discusion

V.1. Extraccion

Los extractos hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y metanolico muestran caracteristicas
particulares. El primero de ellos muestra una coloracién verde, de consistencia seca. Los
demas son verdes obscuros, con excepcion del extracto metandlico, el cual muestra una
tonalidad anaranjada-amarilla con una consistencia viscosa. Las imagenes correspondientes

se presentan en la Figura Ill.

Figura Ill. A) Extracto hexanico, B) Extracto cloroférmico, C) Extracto acetato de etilo y D) Extracto

metandlico

Tabla I. Rendimiento de extractos obtenidos de Equisetum hyemale

Tipo de extracto Peso (g)
Hexano 2.8255
Cloroformo 11.5194
Acetato de etilo 3.4129
Metanol 5.6249

En la Tabla I se muestra el rendimiento de extractos obtenidos de Equisetum hyemale.
930.2278 gramos de parte aérea se maceraron sucesivamente con los disolventes previamente
mencionados en la seccion de maceracion. De acuerdo con lo reportado en la Tabla 1 y la
planta macerada se obtuvo 2.8255 g del extracto hexanico (0.30%), 11.5194 g de extracto
cloroférmico (1.23%), 3.4129 g de extracto de acetato de etilo (0.366%) y 5.6249 g de
extracto metandlico (0.61%).

V.11. Pruebas fitoquimicas preliminares
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De acuerdo con las pruebas fitoquimicas descritas anteriormente y los resultados reportados

en la Tabla Il se puede observar los resultados positivos (+) o negativos (-) a los que cada

uno de los extractos estuvo expuesto.

Los metabolitos secundarios son sustancias sintetizadas por la planta que no son esenciales

para su desarrollo primario. Estos compuestos las hacen competitivas en su propio entorno y

ejercen una ampliagama de efectos sobre la misma plantay sobre otros seres vivos. Ademas,

inducen fructificacion y abscision; mantienen el crecimiento perenne o sefialan el

comportamiento caducifolio, entre otros efectos. (Teoh, 2015).

Tabla Il. Resultados de pruebas fitoquimicas preliminares para los 4 extractos (hexanico, cloroférmico,

Prueba

fitoquimica

Alcaloides

Saponinas

Taninos

Flavonoides

Glucésidos
cardioténicos y
lactonas

sesquiterpénicas

Prueba

Mayer
Dragendorff
Wagner
Agua caliente
Rosenthaler
Cloruro férrico
Gelatina
Shinoda
Pew’s
Hidroxido de

sodio

Legal

Cloruro de

antimonio

acetato de etilo y metandlico)

Donde + es positivo y — es negativo.

Extracto

hexanico

Extracto
cloroférmico
+

+

Extracto

acetato de etilo

Extracto
metandlico

+
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Baljet - - -

Los disolventes no polares como el hexano y el cloroformo se utilizan con frecuencia para
extraer compuestos bioactivos como terpenoides, grasas y aceites. A consecuencia de ello,
los extractos hexanico y cloroférmico dieron positivo a pruebas dénde se pueden obtener
compuestos no polares. Por el contrario, se utilizan disolventes polares como el metanol para
extraer compuestos altamente polares como polifenoles y flavonoides (Teoh, 2015).
V.111. Pruebas de actividad biol6gica

V.111.1 Método Kirby-Bauer o difusion en disco
En la Tabla Il se puede apreciar los resultados de las pruebas antibacterianas contra5 cepas
de bacterias. Se puede observar que a las concentraciones trabajadas no se detecté actividad
de ninguno de los extractos. En dicha prueba, el control positivo fue fosfomicina; este
antibiotico se emplea principalmente para tratar enfermedades del tracto urinario. Con lo
mencionado anteriormente, las bacterias que mostraron resistencia a la fosfomicina fueron
P. aeruginosa y S. aureus. La fosfomicina es un farmaco bactericida que interrumpe la
sintesis de la pared celular mediante lainhibicién de fosfoenolpiruvato sintetasay por lo tanto
interfiere con la produccion de peptidoglicano (“Fosfomicina - Enfermedades infecciosas,”
n.d.) (Garau et al., 2001).
Como se puede ver en la Tabla 11l se muestran los resultados de actividad antimicrobiana de
los extractos de E. hyemale. La fosfomicina tuvo actividad contra E. coli, P. mirabilisy K.
pneumoniae. Mientras que para P. aeruginosa y S. aureus no tuvo halo de inhibicion

reportado.

Tabla Ill. Resultados de actividad antibacteriana de extractos de E. hyemale.

Donde ND significa no detectado. Cs = 150 pg/mL.



Bacteria Sensibilidad/Resistente Control positivo _

Extracto hexanico

E. coli ND Fosfomicina 14

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0

P. mirabilis ND Fosfomicina 24

S. aureus ND Fosfomicina 0

K. pneumoniae ND Fosfomicina 32
Extracto cloroformico

E. coli ND Fosfomicina 14

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0

P. mirabilis ND Fosfomicina 37

S. aureus ND Fosfomicina 0

K. pneumoniae C3=8mm Fosfomicina 36

Extracto acetato de etilo

E. coli ND Fosfomicina 14

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0
P. mirabilis ND Fosfomicina 27
S. aureus ND Fosfomicina 0
K. pneumoniae ND Fosfomicina 31

Extracto metandlico

E. coli ND Fosfomicina 14

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0
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P. mirabilis ND Fosfomicina 26
S. aureus ND Fosfomicina 0
K. pneumoniae ND Fosfomicina 31

Como se puede observar en la Tabla Ill. Resultados de actividad antibacteriana de extractos
de E. hyemale se puede observar que no se detectd por este método y a las concentraciones
mencionadas. Sin embargo, con el extracto cloroférmico se puede observar un halo de
inhibicion de 8 mm con 150 pg/mL, en comparacion con el control positivo que fue de 36
mm, sin embargo, con las concentraciones posteriores no se observd ningun halo en K.

pneumoniae.

Por otro lado, se ha reportado que las propiedades de E. hyemale han sido empleadas para
inhibir la formacion de biofilms por parte de P. aeruginosa. Estos resultados fueron
atribuidos al contenido de compuestos fenélicos y su actividad antimicrobiana debido a los
mecanismos de accion como la inhibicién de proteinas y la produccion de peptidoglicanos
(Santos Alves et al., 2023). Sin embargo, otros reportes mencionan que los compuestos clave
para la actividad antibacteriana de dicha planta son los flavonoides, ya que tienen una
estructura lipofilicay debido a la presencia de grupos hidroxilo y la cadena hidrocarbonada
permite la entrada de células microbianas (Zhu and Jiang, 2018).
V11111 Ensayo de toxicidad Artemia salina

La Artemia salina es un crustaceo sensible a un amplio rango de compuestos con actividad
bioldgicay de muy diversas estructuras quimicas (Pino Pérez and Jorge Lazo, 2010). En este
modelo y ensayo se busca determinar la toxicidad de los 4 extractos obtenidos de E. hyemale

a distintas concentraciones o el porcentaje de mortalidad que produce una sustancia.

Para cada uno de los extractos se observo que en cada uno de los pozos de la placa de 96
pocillos no se tuvo algun efecto negativo a partir de las concentraciones de cada uno de los
extractos. Las concentraciones utilizadas fueron; 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL. En
cada uno de los pocillos se deposito una cantidad de Artemia salina 'y se observo el efecto de

cada concentracién en esta misma.
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Para cada uno de los extractos no se observé un comportamiento téxico, ya que no hubo

desechos 0 muerte de alguna especie.

V.11 Actividad antioxidante

En laFigura IV se puede observar la actividad antioxidante evaluada por el método de DPPH
a distintas concentraciones de cada uno de los extractos vegetales de diferentes polaridades;
hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y metandlico. Ademas, con los valores obtenidos de
laactividad, se graficarony realizd una regresion lineal para poder obtener el valor ICsg, este
valor nos indica la eficaciade un compuesto o sustancia para inhibir la actividad en un 50%
(“When Does the IC50 Accurately Assess the Blocking Potency of a Drug? - PMC,” n.d.).
En primer lugar, con el extracto hexanico a una concentracion de 5 pg/mL se inhibieron
1.85% de radicales libres. Por otro lado, a la misma concentracion se inhibieron 1.97 %,
1.95% y 4.94% de radicales a partir de los extractos cloroférmico, acetato de etilo y
metanolico, respectivamente. Por consiguiente, al tener en cuenta la actividad antioxidante
de la quercetinase utilizd como control e inhibi6 10.46% de radicales. La quercetina destaca
por sus propiedades antioxidantes y esto permite proteger al cuerpo de los radicales libres;
moléculas inestables que pueden incrementar el riesgo de contraer enfermedades y acelerar
el envejecimiento (Ravichandran et al., 2014). Asimismo, se analizaron diferentes
concentraciones 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL. En cada uno de ellos, se
observo una inhibicion mayor conforme se incrementaba la concentraciény la polaridad del
extracto. En donde se tuvo una mayor actividad antioxidante fueron a concentraciones de
200, 250 y 300 pug/mL. Sin embargo, ninguno de los extractos tuvo una actividad mayor a la
quercetina.

Se ha reportado la actividad antioxidante del extracto metandlico, acuoso y etandlico de E.
hyemale. Lo resultados obtenidos en dicho estudio fueron evaluados a una concentracion de
300 pg/mL. La actividad antioxidante por el método DPPH para el extracto metandlico fue
de 27.36 %, del extractoacuoso fue de 35.99 % y para el extracto etanolico fue de 22.53 %
de radicales (Jiang etal., 2012). Por ultimo, se tomaen cuenta los valores ICs, obtenidos para
cada extracto. Parael extracto hexanico se obtuvo un valor de 303.54 pg/mL, parael extracto
cloroférmicoun valor de 913.99 pg/mL, un valor de ICso de 1111.11 pg/mL para el extracto
de acetato de etilo. Para el extracto metandlico se obtuvo un valor de ICs de 176.57 pg/mL.

En comparacion con la quercetina que tuvo un valor de 70.57 pg/mL.
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Figura IV. Actividad antioxidante DPPH extractos E. hyemale
V.ILITLI Actividad antioxidante de CuNPs

En la Figura V se puede observar la actividad antioxidante evaluada por el método de DPPH
a distintas concentraciones de cada uno de los extractos vegetales de diferentes polaridades;
hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y metanolico. Sin embargo, a comparacion de la
Figura 1V, la actividad es el extracto con la nanoparticula de cobre; el efecto que tienen
ambos. Ademas, con los valores obtenidos de la actividad, se graficaron y realizd una
regresion lineal para poder obtener el valor ICsg. En este caso la actividad antioxidante se
evaluo desde 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL. En primer lugar, las CuNPs y el extracto
hexanico se inhibieron 49.86 %, 55.89%, 58.24%, 58.47%, 61.22% y 62.5% radicales libres
a 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pug/mL respectivamente. Por otro lado, por parte del extracto
cloroférmico y las nanoparticulas de cobre se obtuvo un comportamiento similar. A 50
pug/mL se inhibieron 41.12 % de radicales DPPH libres. Mientras que, a esa misma
concentracion, con el extracto de acetato de etilo y metanol la inhibicién fue de 57.18% y
58.97% de radicales libres. La actividad con el extracto polar, es decir el metandlico. Sin
embargo, no logra superar la actividad antioxidante de la quercetina. A una concentracion de
300 pg/mL se observa una inhibicion mayor de radicales libres por parte de cada uno de los
extractos y las nanoparticulas. Se inhibieron 63.84% de radicales DPPH con el extracto
cloroférmico, 62.12% con el extracto de acetato de etiloy 75.05% de radicales libres con el

extracto metandlico.
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Figura V. Actividad antioxidante DPPH extractos E. hyemale y CuNPs.

Por ultimo, se tomaen cuenta los valores ICs obtenidos para cada extracto con nanoparticula.
Para el extracto hexanico con nanoparticulas de cobre se obtuvo un valor de 50.39 pg/mL,
para el extracto cloroféormico con CuNPs se tiene un valor de 65.93 pug/mL, un valor de 1Cso
de 2.57 pg/mL para el extracto de acetato de etilo con CuNPs. Para el extracto metandlico
con CuNPs se obtuvo un valor de ICso de 1.63 pg/mL.

V.111.1V Contenido total de flavonoides: extractos metandlico y acetato de etilo

El ensayo; contenido total de flavonoides (TFC) es un método colorimétrico ampliamente
utilizado para evaluar la presencia de flavonoides en extractos de plantas. Esta técnica esta
basada en la capacidad del cloruro de aluminio (AICI3) para formar complejos con los grupos
hidroxilo y carbonilo de diversos flavonoides (Pollio et al., 2016).

Los flavonoides constituyen una categoria de metabolitos secundarios. Cabe recalcar, que la
estructura de los flavonoides estd formada por dos anillos bencénicos unidos a un anillo
pirano de tres carbonos. De acuerdo con el nimero de grupos funcionales, los flavonoides se
pueden clasificar en flavonoles, flavonas e isoflavonas (Rahim et al., 2022).

Velioglu et al. (1998) reportaron que no hay correlacion entre la actividad antioxidante y el
contenido total de flavonoides en algunas de las especies de Equisetum (Velioglu et al.,
1998). Sin embargo, en este método se muestra una correlacion buena (R? = 0.993). Este
método se realizd por medio de la construccion de una curva de calibracion considerando

varias concentraciones de Quercetina (Qu) (100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL) para estimar el
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TFC del extracto metanolico y de acetato de etilo de E. hyemale. Para realizar el ensayo se
considerd a Qu ya que es un flavonol que reacciona con AlCl; debido a su grupo ceto en el
C4 y asus grupos hidroxilo en C3 o C4. Por lo tanto, utilizando la ecuacion de regresion
lineal ( y = 0.0028x + 0.0727,R? = 0.993). El TFC de cada uno de los extractos
mencionados fueron reportados en quercetinapor gramo de extracto de la planta (mg Qu/g).
Se toma en cuenta la ecuacion presentada, donde y representa la absorbancia de la muestra
ensayo, mientras que X se valord6 como la concentracién de la curva de calibracion. De
acuerdo con los célculos realizados el TFC del extracto metandlico es de 84.64 mg Qu/g.
Mientras que en el extracto de acetato de etilo fue de 18.71 mg Qu/g. Por otro lado, se ha
reportado el contenido total de flavonoides para el extracto acuoso-etanolico de E. hyemale
por Pandey et al. (2017), este fue de 332.32 mg/g (Pandey and Khatoon, n.d.). Mientras que
los resultados obtenidos para el extracto metandlico fueron 224.04 mgTAE/g, utilizando
como control positivo a &cido tanico (Jiang et al., 2012).

V.1V. Cromatografia en columna silica gel

La cromatografiaen columna es una técnica que se emplea para la separacion de mezclas o
sustancias a escala preparativa. La columnase rellena con un adsorbente que actGa como fase
estacionaria, generalmente es gel de silice o alumina (Senso Rodriguez, 2000). Se coloca en
la parte superior la mezcla, en este caso fue el extracto metandlico de E. hyemale.
Posteriormente, la fase mdvil; cada uno de los solventes, pasan por la columnade arriba hacia
abajo. En primer lugar, se eluy6 con 250 mL de hexano; el paso anterior se realiz6 dos veces.
Posteriormente, se cambid la polaridad con 9:1 (hexano: cloroformo), asi consecutivamente.
La polaridad de 7:3 se realizd de igual manera dos veces ya que con esta se habia obtenido
muestra observada en la placa de silice. Después de ello, diez fracciones con una polaridad
6:4, diez fracciones con una polaridad 5:5. Se prosigui6 con 4:6, 3:7, 2:8 y por ultimo 1:9.
Por ultimo, se eluyd con 250 mL de cloroformo.

V.V. Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarrojacomo se mencioné anteriormente se basa en la absorcion de luz
infrarroja por analitos organicos e inorganicos. En esta técnica, se puede observar un huella
distintiva para cada uno de las moléculas (Skoog et al., 2017). En el caso de los extractos de
plantas, el espectro FTIR se puede utilizar para estudiar la composicién quimicaen muestras
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solidas y liquidas. Sin embargo, aunque se puedan observar bandas caracteristicas
correspondientes a ciertos metabolitos no te confirman su presencia en el extracto.

La Figura VI muestra cada uno de los extractos de Equisetum hyemale utilizando un Cary
630 Fourier-transform infrared (FTIR) spectrometer® (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). En el extracto metandlico se puede observar una banda ancha caracteristica de
O-H entre 3500 a 3200 cm™ esta banda es caracteristicade grupos hidroxilo, normalmente
atribuido a compuestos fendlicos. Este hallazgo podria sugerir la presencia de compuestos
reportados como quercetina, &cido cindmico, acido clorogénico, &cido cafeico, rutina, &cido
cafeoil tartarico, kaempferol o luteolina (Aguayo-Morales et al., 2023; Park and Tomohiko,
2011). También, se pueden observar bandas caracteristicas a estiramientos C-O. Esta
documentado que la quercetina presenta una serie de bandas de 1260 a 1160 cm™ que esta
relacionada con el enlace C-O estirado del anillo de éter arilico de su estructura (Aguayo-
Morales et al., 2023).

Por otro lado, otras bandas que se pueden observar en la Figura VI en los distintos extractos
son bandas con intensidades menores alrededor de 2935-2910 cm, las cuales representan
estiramientos tipo C-H correspondientes a moléculas organicas tipicas de la materia organica

aérea de la planta (de Queiroz et al., 2015).
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Figura VI. Analisis FTIR de Equisetum hyemale hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol.

Las bandas en la region entre 1600 y 1475 cm™ indican la presencia de enlaces C=C,

abundantes en compuestos aromaticos con niicleo fenilo. En la regién entre 1420 cm y 1200
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cm?, se encuentra la banda correspondiente a la vibracion de flexion del enlace C-H de los
grupos metilo (-CHs) y los acidos carboxilicos. Ademas, los picos entre 1200 y 1100 cm™?
estan probablemente relacionados con la presenciade grupos C-O que se atribuyen a grupos
arilo de anillos aromaticos, generalmente fenilos. Sin embargo, las bandas entre 1000 y 900
cm? estan relacionadas con las vibraciones de los enlaces C-O-C de los posibles
carbohidratos que quedan en el extracto (Sureshkumar et al., 2023).Por otro lado, las bandas
atribuidas a O-H entre 3500 a 3200 cm™ son caracteristicaagrupos hidroxilo, normalmente
atribuido a compuestos fendlicos.

V.V.lI FTIR de CuNPs

En la Figura VII se muestra el espectro IR de cada una de las nanoparticulas de cobre
sintetizadas con cada extracto obtenido; hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y
metanolico. Las bandas atribuidas a las nanoparticulas de cobre se pueden apreciar en 523
cm?y 1011 cm™ atribuidas a las distintas vibraciones entre el Cu'y O. Entre 1700 — 1600
cm?indica enlace Cu-O de las nanoparticulas de sulfato de cobre (Amjad et al., 2021). Los
demas picos se pueden atribuir al distinto extracto utilizado.
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Figura VII. Anélisis FTIR de CuNPs con extractos de E. hyemale.

V.VI. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
RMN es una técnica que como se menciono previamente se emplea principalmente para la
elucidacion de estructuras moleculares. Aunque también se puede emplear con fines

cuantitativos y en estudios cinéticos y termodinamicos (Ramirez, n.d.).
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Para cada uno de los extractos obtnenidos de E. hyemale se obtuvo su espectro
correspondiente. Los espectros se pueden encontrar en la parte de anexos.
Algunas de las sefiales que aparecen son entre 6-7 ppm, esto puede estar relacionado con
desplazamiento de hidrogenos en anillos aromaticos atribuidos a flavonoides. Por otro lado,
entre 0.5-2 ppm normalmente son atribuidos a hidrégenos pertenecientes a cadenas
carbonadas de lipidos. En la literatura se han reportado desplazamientos atribuidos a
hidrégenos metilicos entre 0.85-0.90 ppm. Entre 1.54-1.60 ppm se han observado
desplazamientos por hidrogenos 3-carboxilicos. Por otro lado, entre 2.28-2.36 ppm se ha
notado desplazamientos de hidrogenos a-carboxilicos (Castro et al., 1999).
V.VII. Dispersion dinamica de luz (DLS)

V.VII. | Dispersion dinamica de luz (DLS) NPs de cobre
Para cada uno de los extractos se sintetizaron nanoparticulas de cobre. Dentro de este método
de caracterizacion se obtuvo el tamafio y potencial Z de cada una de las nanoparticulas con
su respectivo extracto. El equipo empleado fue Microtrac® Nanotrac Wave Il DLS
(Montgomeryville, PA, USA). A continuacion, se muestran los resultados para cada uno de
estos. Se debe de tener en cuenta que todos los datos a mencionar se obtuvieron por medio
del equipo empleado para la caracterizacion. Como se observa en la Figura VIII, el tamafio
de nanoparticula con el extracto hexanico fue de 82.5 nm, un potencial Z de 18.0 mV 'y una
polaridad negativa. Para el extracto cloroférmico, el tamafio reportado fue de 221 nm, un
potencial Zde 38.2 mV'y una polaridad negativa. Con el extracto de acetato de etilo el tamafio
fue de 57.2 nm, el potencial Z fue de 20.8 mV y la polaridad negativa. Por ultimo, para el
extracto metandlico el tamafio reportado fue de 48.7 nm, potencial Z de 106.2 mV y una

polaridad positiva.
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Figura VIII. Distribucion de tamafio de nanoparticulas de cobre con A) extracto hexanico, B) extracto

cloroférmico, C) extracto acetato de etilo y D) extracto metandlico. Extraidas de equipo: Nanotrac Wave I

V.VII. 11 Dispersion dindmica de luz (DLS) liposomas
Para cada uno de los extractos se sintetizaron liposomas de POPC a una concentracion de
2mg/mL. 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC) es un fosfolipido; con una cabeza polar
y dos colas apolares. Dentro de este método de caracterizacion se obtuvo el tamafio y
potencial Z de cada uno de los liposomas con su respectivo extracto. A continuacion, se
muestran los resultados para cada uno de estos en la Figura IX. El tamafio reportado para el
liposoma con extracto hexanico fue de 60.5 nm y el potencial Z fue de 9.4 mV con polaridad
negativa. Con el extracto cloroférmico, se tuvo un tamafio de 60.1 nm. Ademas, el valor del
potencial Z fue de 0.5 mV con polaridad negativa. Para el extracto de acetato de etilo el
tamario reportado fue de 408 nm para una poblacion del 2.4% y 82.5 nm para una poblacion
del 97.6%, con ello el potencial Z fue de 31.5 mV con polaridad negativa y para el extracto

metanolico fue de 80.9 nm y su potencial Z fue de 86.9 mV con polaridad negativa
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Figura IX. Distribucion de tamafio de liposomas de POPC con A) extracto hexénico, B) extracto
cloroférmico, C) extracto acetato de etilo y D) extracto metandlico. Extraidas de equipo: Nanotrac Wave Il

Algunos estudios realizados en el Centro de Investigacion Ciencia Aplicada y Tecnologia
Avanzada del Instituto Politécnico Nacional (2014) mencionan que la determinacion del
potencial Z en liposomas es un pardmetro de suma importanciaya que el valor puede indicar
la relacion con la estabilidad de las dispersiones coloidales. Para las moléculas y particulas
que son los suficientemente pequefias un potencial Z alto le puede llegar a conferir
estabilidad, es decir, la solucion o dispersion se resistird a la agregacion (Mayoral et al.,
2014).

Cuando el potencial Z es bajo, se tiene atraccién entre las particulas, se supera la repulsiony
se forma agregados o fl6culos en lugar de dispersion. La estabilidad de los liposomas puede
variar dependiendo de las condicionesa las que estén expuestos; como temperatura, tiempo
de almacenamiento, sintesis, entre otros (Wang et al., 2014).

V.VI1II. Espectroscopia UV-Vis

V.VIII. | Espectroscopia UV-Vis de Nanoparticulas de cobre (CuNPs)
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Se toma en cuenta la Figura X donde se observa el espectro UV-Vis de los extractos de E.
hyemale. Se observan bandas caracteristicas entre 250 a 450 nm. Se ha reportado en la
literatura que algunos compuestos como acidos fenolicos y flavonoides presentan dos bandas
caracteristicas en su espectro UV-Vis alrededor de 300 a 380 nm y 240 a 280 nm. Esto puede

indicar la presencia de ambos compuestos en los extractos (Aguayo-Morales et al., 2023).
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Figura X. Espectro UV-Vis extractos de E. hyemale.

En equipo empleado fue Cary® 60 UV-Vis espectrofotémetro (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

Por otro lado, la Figura XI muestran los resultados obtenidos del espectro de cada una de las
nanoparticulas sintetizadas. Se puede observar que las nanoparticulas de cobre con el extracto
metanolico tienen una menor absorbanciaa comparacion con el extracto de acetato de etilo.
El barrido se realizé en un rango de 400-800 nm. En cada uno de los espectros mostrados se

puede notar una banda caracteristica de nanoparticulas de cobre alrededor de 679 nm.
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Figura XI. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de cobre con extractos de E. hyemale.
Se ha reportado en la literatura que la sintesis de nanoparticulas de cobre a partir de sulfato
de cobre tiende a un cambio de color de verde a un verde brillante o traslucido. Este cambio
se puede monitorear por UV-Vis desde los 500 nm hasta 700 nm. Todo dependera de la
concentracion del extracto y la técnica de sintesis empleada (Amjad et al., 2021).

V.VII. 1l Espectroscopia UV-Vis de liposomas

La Figura XI se muestran los espectros de la sintesis de liposomas con extractos de E.
hyemale. Los liposomas sintetizados a partir de POPC y extracto hexanico, cloroférmicoy

acetato de etilo tiene una concentracién 1:1 de cada uno de estos.
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Figura XII. Espectro UV-Vis de liposomas (POPC) con extractos de E. hyemale.
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Algunas de las bandas caracteristicas de los extractos de E. hyemale aparecen en el espectro,
dentro del rango de 300-500 nm. Por otro lado, se ha reportado que, a mayor concentracion
de extracto de planta, la absorbanciaincrementa. A partir de ello, se puede observar el efecto
gue existe entre el volumen de cada liposoma con la absorbancia (Bonechi et al., 2018).
V.IX. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

V.1X. I. Nanoparticulas de cobre (CuNPs)

Las nanoparticulas de cobre (CuNPs) sintetizadas presentaron un cambio de color de un verde
claroa un verde intenso brillante en algunos casos. EI cambio es notorio una vez transcurrido
30 minutos después de verter la solucién de cobre al extracto. Por medio de la técnica de
caracterizacion Microscopio Electronico de Barrido (SEM) se puede observar la morfologia
de cada una de estas; siendo nanoparticulas con extracto hexanico, cloroférmico, acetato de
etilo y metanolico.

Cada una de las nanoparticulas de cobre que se pueden observar en la Figura XII tiendena
una morfologia esférica. Esta morfologia se puede notar en la primeraimagen denotada con
la letra A; CuNPs con el extracto hexanico. Cada una de estas se observaron después de una

semana de sintetizarlas.
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Figura XIIl. Im&genes SEM de CuNPs con extractos de E. hyemale. A) hexano, B) cloroformo, C) acetato de

etilo y D) metanol
En algunas de ellas, se observa aglomeracién entre las nanoparticulas, sin embargo, como se
menciona anteriormente cada una de ellas conserva una morfologia esférica con un tamafio
distinto. Se observa que a mayor polaridad de disolvente en el extracto el tamafio de
nanoparticula incrementa.
V.IX. Il. Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas cerradas que consisten en una bicapa lipidica que
pueden estar compuestos por fosfolipidos sintéticos o naturales. EIl tamafio puede variar, esto
depende del método de sintesis llevado a cabo. Sin embargo, este puede variar entre 100 nm
y 2.5 micras. Con base a la laminaridad, es decir el nimero de capas y diametro.

Los liposomas se clasifican en vesiculas multilaminares diametro mayor a 200 nmy vesiculas
grandes unilamilares con diametro entre 100 y 400 nm. Ademas, con didmetros menores a
100 nm se les denomina vesiculas pequefas unilamilares (Mayoral et al., 2014).

SEMMV:65KV | WD:AMmm ||| SEMMV:65KV | WD:417mm Lii

1
View field: 252pm | Det: In-Beam SE | 500 nm View field: 389 ym  Det: In-Beam SE  1pm
SEM MAG: 82.5 kx _|Date(midly): 12/04123 SEM MAG: 53.4 kx _ Date(midly): 12/04223

y ’ : L - .
SEMHV: 65KV WD: 4.20 mm pliii SEM HV: 6.5 KV

View field: 486 ym | Det: In-Beam SE | 1pm leld: 2. et: In-Bear

SEM MAG: 427 kx _ Date(mdly): 12/04/23 SEM MAG: 69.5 kx _ Date(midly): 12/04/23

Figura XIV. Imagenes SEM de los liposomas con extractos de E. hyemale. A) hexano, B) cloroformo, C)

acetato de etilo y D) metanol
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En la Figura XIII se muestran las imagenes obtenidas a partir del SEM de liposomas con
extracto hexanico de E. hyemale. La forma que se observa es esféricade un tamafio que varia
entre 100 — 400 nm. En laimagen de la izquierda se observan liposomas de distintos tamafios,
esto puede deberse a la sensibilidad de la muestra y que estos pueden estar dispersos en
solucidn. Las iméagenes se observaron una semana después de haberlos sintetizado por el
método de hidratacion y sonicacion.

V.X Cromatografia de gases acoplado a masas

La cromatografia de gases acoplado a masas como se mencion0 anteriormente es una técnica
la cual estd basada en la separacion, identificaciony cuantificacién de mezclas de sustancias
volatiles. La separacién de dichas sustancias depende de la diferente distribucion de las

sustancias analizadas entre la fase movil y la fase estacionaria que conforman.

Extracto Rt (min) R Match Match Compuesto
4528 939 825 p-xileno
6.966 877 825 Campesterol
6.971 858 809 Ergost-5-en-o-(3beta)
8.162 882 852 24-Metilcolesterol
10.439 810 800 2-oleiloxi-1-etanol
10.462 819 808 3-lcosano
10.742 950 821 2-Hexadecen-1-ol
Hexano 10.954 946 841 2-Hexadecen-1-ol
10.977 945 877 Fitol
10.982 829 801 9-Eicosano
11.257 858 827 Ester metilico del &cido araquidénico
11.555 883 819 Acido palmitico
12.012 816 758 1-mono-linolenina
12.058 822 785 Lupenona
12.276 917 898 Acido n-hexadecanoico
6.531 911 767 Acetato de isopulegilo
6.525 799 788 D-limoneno
6.977 751 737 Aspidospermidin-17-ol
7.246 781 756 5alfa-colestan-3beta-ol, 2-metileno
7.280 754 725 Araquidonato de metilo
Cloroformo
7.692 886 807 p-Vinylguaiacol
7.698 905 822 o-acetil-p-cresol
8.230 783 762 Limonen-6-ol-pivalate
8.304 846 737 Retinal
8.419 831 808 Salfa-colestan-3beta-ol, 2-metileno
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9.392 788 779 1-Heptatriacontanol
9.46 852 732 alfa-retineno
9.512 790 750 25,26-dihidroxi-vitaminaD3
23.554 926 919 p-Vinylguaiacol
23.806 884 868 o-acetil-p-cresol
24.149 841 813 4-hidroxi-2-metilacetofenona
35.839 847 809 1-Dodecanol, 3,7,11-trimetilo
35.930 830 828 trans-fitol
35.953 823 817 9-Eicosano
35.993 823 813 3-Eicosano
Aeteode | 36,073 830 810 Nonadecanol
36.457 825 795 Eicosen-1-ol, cis-9
36.880 946 851 Tetrametil-2-hexadecen-1-ol
38.751 858 814 Acido palmitico
42.133 830 796 Acido linolénico
43.764 849 797 beta-citosterol
47.323 910 868 n-Heptacosano
49.606 823 785 alfa-Tocoferol

Tabla IV. Anélisis GC/MS de extractos de Equisetum hyemale.

La Tabla IV muestra el andlisis cromatografico de gases acoplado a masas de los extractos
hexanico, acetato de etilo y cloroformico provenientes de E. hyemale. El equipo empleado
fue Agilent Technologies 6850 Network GC System acoplado a un espectrémetro Agilent
5975C VL Mass Selective Detector (MSD). La columna utilizada fue una HP-MS (5%
Phenyl Methyl Siloxane; 30.0 m x 250 um x 0.25 um). Cada uno de los extractos se
prepararon al 1%. No obstante, se inyectaron 10 microlitros, respectivamente.
Posteriormente, cada uno de los compuestos reportados fue comparado con una base de datos.
Algunos compuestos identificados se han reportado en los distintos extractos, tales como
éter-petroleo, etanol-agua, etandlico. hexanico, metandlico, aceite esencial de Equisetum
hyemale y otras especies dentro de la familiade la misma planta. Por ejemplo, se identificd
el &cido palmitico en el extracto hexanicoy cloroférmico. Por otro lado, el mismo compuesto
fue reportado en el analisis fitoquimico de E. ramosissimum en un porcentaje de 44.3%,
34.4% y 19.4 % en extractos metanolico, acetato de etilo y éter-petréleo, respectivamente
(Sureshkumar et al., 2021). El &cido palmitico tiene un papel patolégico importante en los
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sindromes metabdlicos, el cancer, la inflamacién, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Sureshkumar et al., 2021). En el estudio presente, se reportaron 24
compuestos en los extractos mencionados anteriormente. Sinembargo, solo 3 compuestos se
reconocieron en los 3 extractos obtenidos; acido palmitico, octacosano y hexacosano.

En E. arvense se ha observado diferentes compuestos como acido oleico, acido linoleicoy
trazas de alcaloides como nicotina. Sin embargo, Veit et al. (1995) aislaron 2 glucdésidos del
extracto metandlico. Ademas, se han identificado compuestos como &cido hexadecanoico,
Retinol, p-Vinilguaiacol y beta-sitosterol cada uno de ellos en el extracto etandlicoy etanol-
agua (Boeing et al., 2021; Parrish et al., 2022).

De la misma manera, el extracto hidroalcoh6lico de partes aéreas de E. hyemale L. fue
caracterizado por Queiroz et al. (2015) mediante métodos espectrofotométricos. Se
detectaron e identificaron compuestos fendlicos como acido galico, &cido tanico, acido
clorogénico y acido cafeico. Ademas, Jin et al. (2014) identificaron 9 compuestos en la
fraccion n-BuOH obtenida del extracto en EtOH de partes aéreas de E. hyemale mediante
GC/MS. Los autores obtuvieron 8 compuestos conocidos, siendo los primeros en informar
que el kaempferol-3-soforosido-7-O-B-D-glucopirantsido y el kaempferol-7-O-a-L-
ramnosido-4'-O-B-D-glicopiranosido son aislado de esta planta, y un nuevo fenilglicésido,
(2-(soforosil)-1-(4-hidroxifenil)etanona) (Boeing et al., 2021) (de Queiroz etal., 2015) ((Jin
et al., 2014).

Dentro de los compuestos identificados en la Tabla IV, algunos de ellos se han descrito en
el aceite esencial obtenido de E. hyemale. Algunos de los compuestos que destacan son; alfa-
tocoferol, fitol y &cido araquidonico (Silva et al., 2022). Cabe mencionar, que el &cido
araquidonico es un acido graso poliinsaturado de la serie omega-6. Este mismo regula
procesos inflamatorios y de presion sanguinea (Aguayo-Morales et al., 2023).

V.X1. Nanoparticulas de cobre con bacterias

El cobre presenta propiedades antimicrobianas. La sintesis o extraccion de compuestos como
nanoparticulas con propiedades antimicrobianas es de suma importancia ya que tiene
aplicaciones potencialmente prometedoras en la lucha contra el creciente nimero de
patdgenos resistentes a los antimicrobianos actualmente disponibles (Sanchez-Sanhueza et
al., 2016). Estos patdgenos suponen una amenaza continua para la salud humanay animal

como las bacterias empleadas en este estudio.
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Las nanoparticulas sintetizadas fueron de cobre y se probaron frente a una serie de bacterias
como: E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilisy K. pneumoniae. EI método llevado a
cabo fue el mencionado anteriormente con cada uno de los extractos. El control fue
fosfomicinay las concentraciones de cada una de las nanoparticulas fueron 50, 100, 150,
200, 250 y 300 pg/mL. En la Tabla V se muestran los resultados frente a cada una de las
bacterias seleccionadas empleando nanoparticulas de cobre sintetizadas.

En la Tabla V se puede observar que los extractos hexanico, cloroférmicoy acetato de etilo
en nanoparticulas de cobre a las concentraciones mencionadas no se presentaron actividad
frente a ninguna de las bacterias. Sin embargo, con el extracto metandlico frente a E. coli a
concentraciones de 250 pg/mLy 300 pg/mL presentan un halo de inhibicionde 7 mmy 19
mm respectivamente. Por otro lado, el halo de inhibicién por parte de la fosfomicinafue de
14 mm. Es decir, que a una concentracion de 300 pg/mL el halo es mayor con la
nanoparticula.

Con P. aeruginosa se observo un halo de inhibicion de 9 mm a una concentracion de 300
pg/mL. Se toma en cuenta que para esta bacteria Gram-negativano tuvo halo de inhibicién.
A 300 pg/mL un halo de inhibicion de 12 mm se presenté frente a S. aureus. De igual manera,
para S. aureus la fosfomicina no tuvo actividad frente a este patdgeno. Por altimo, para K.
pneumoniae se presentd un halo de inhibicidn en las concentraciones de 250 pg/mL y 300
png/mL de 5 mmy 6 mm respectivamente. Tomando en cuenta que el halo del control positivo

fue de 15 mm.



Bacteria Sensibilidad/Resistente Control positivo _
CuNPs Extracto hexanico

E. coli ND Fosfomicina 40

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0
P. mirabilis ND Fosfomicina 35
S. aureus ND Fosfomicina 0
K. pneumoniae ND Fosfomicina 45

CuNPs Extracto cloroférmico

E. coli ND Fosfomicina 37

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0
P. mirabilis ND Fosfomicina 25
S. aureus ND Fosfomicina 0
K. pneumoniae ND Fosfomicina 40

CuNPs Extracto acetato de etilo

E. coli ND Fosfomicina 28

P. aeruginosa ND Fosfomicina 0
P. mirabilis ND Fosfomicina 35
S. aureus ND Fosfomicina 0
K. pneumoniae ND Fosfomicina 37

CuNPs Extracto metanélico
50 pug/mL = ND
E. coli 100 pg/mL = ND Fosfomicina 14

150 pg/mL =ND
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200 pg/mL =ND
250 pg/mL =7 mm

300 pg/mL =19 mm

P. aeruginosa

50 pg/mL = ND
100 pg/mL =ND
150 pg/mL =ND
200 pg/mL =ND
250 pg/mL =ND

300 pg/mL =9 mm

Fosfomicina

P. mirabilis

ND

Fosfomicina

11

S. aureus

50 pug/mL = ND
100 pg/mL =ND
150 pg/mL =ND
200 pg/mL =ND
250 pg/mL =ND

300 pg/mL =12 mm

Fosfomicina

K. pneumoniae

50 pg/mL = ND
100 pg/mL =ND
150 pg/mL =ND
200 pg/mL =ND

250 pg/mL =5 mm

300 pg/mL =6 mm

Fosfomicina

15

Tabla V. Resultados de actividad antibacteriana de extractos de E. hyemale y nanoparticulas de cobre.
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V1. Conclusiones y recomendaciones

e Obtencion de extractos de Equisetum hyemale

Se recolecto de manera exitosa la planta deseada. Se obtuvieron 4 extractos de polaridad
distinta; hexanico, clorférmico, metanolico y acetato de etilo con los siguientes rendimientos:
2.82, 11.51, 3.41y 5.62% respectivamente.

e Pruebas fitoquimicas preliminares

Se demostrd la presencia de metabolitos secundarios con importancia quimica y bioldgica
perteneciente a Equisetum hyemale especificamente en el extracto metandlico, donde se

observo mayor cantidad de resultados positivos.
e Actividad antibacteriana con extractos E. hyemale

Se analiz¢ la actividad antibacteriana de los extractos de E. hyemale contra 5 cepas; E. coli,
P. aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus y K. pneumoniae. Cada una de ellas fue probada contra
6 concentraciones distintas. No se detectd a dichas concentraciones actividad antibacteriana
por parte de los extractos obtenidos. Sin embargo, la fosfomicinainhibe el crecimientode E.
coli, P. mirabilis y K. pneumoniae. Mientras que las cepas resistentes son: P. aeruginosay

S. aureus.
e Actividad antibacteriana con extractos E. hyemale y CuNPs

Para los extractos hexanico, cloroférmico y acetato de etilo no se observa actividad
antibacteriana a las concentraciones estudiadas (50, 100, 150, 200, 250 y 300 pug/mL). Por
otro lado, el extracto metandlico present6 actividad frente a E. coli con concentraciones de
250 pg/mL y 300 pg/mL. Ademas, se observo un halo de inhibicion de 9 mm a una
concentracion de 300 ug/mL frentea P. aeruginosa. De igual manera, A 300 pg/mL un halo
de inhibicion de 12 mm se presento frente a S. aureus. Por Gltimo, para K. pneumoniae se
presentd un halo de inhibicion en las concentraciones de 250 pug/mL y 300 pg/mL de 5 mm

y 6 mm respectivamente.

e Ensayo de toxicidad de Artemia salina
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Para cada uno de los extractos se observo que en cada uno de los pozos de la placa de 96
pocillos no se tuvo algun efecto negativo a partir de las concentraciones de cada uno de los
extractos. Las concentraciones utilizadas fueron; 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL.

No se observo un comportamiento toxico ya que no se observaron desechos o muertes de la

especie estudiada.
e Actividad antioxidante extractos E. hyemale

Se evalud la actividad antioxidante por medio del ensayo de DPPH. El extracto que tuvo
mayor inhibicidn de radicales libres por el extracto metandlico. Ademas, de un valor menor

de ICso a comparacion de los otros extractos analizados.
e Actividad antioxidante de CuNPs y extractos

De igual manera, las nanoparticulas de cobre con extracto metandlico presentaron una mayor

actividad antioxidante evaluado a partir del ensayo de DPPH.
e Contenido total de flavonoides: extractos metandlico y acetato de etilo

Se consider0 la ecuacion de la recta presentadaen la seccion de resultados, el contenido total
de flavonoides con la metodologia descrita para el extracto de acetato de etilo fue de 18.71

mg Qu/g. Por otro lado, para el extracto metandlico fue de 84.64 mg Qu/g.
e Microscopia Electronica de Barrido de CuNPs y Liposomas

Se sintetizaron de manera adecuada nanoparticulas de cobre (CuNPs) con los distintos
extractos; hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y metanol. Ademas, con el método
estudiado en la Universidad de Regina, Canada se sintetizaron liposomas a partir de POPC.
Ambos nanomateriales se caracterizaron por varias técnicas como FTIR, UV-Vis, DLS y
SEM. EIl tamafio de cada uno de ellos varia de acuerdo con la polaridad del extracto. Sin
embargo, la morfologia de ambos es esféricacon un poco de aglomeracionen ciertas partes

de la nanoparticula.

e Cromatografia de gases acoplado a masas
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Se obtuvo el analisis cromatografico de gases acoplado a masas de los extractos de E.
hyemale. Los compuestos reportados se analizaron y compararon con una base de datos
prexistente y con la literatura reportada para cada uno de estos.

e H-RMN

Se obtuvieron los espectros *H-RMN de cada uno de los extractos reportados en este trabajo.
En la discusion se reportaron algunos desplazamientos observados y comparados en la
literatura. Con ello se puede elucidar los posibles compuestos que podrian estar presentes en
cada uno de los extractos. Ademas, del andlisis por espectroscopia infrarroja y cromatografia
de gases acoplado a masas.

Dentro de esta investigacion, quedan algunas cosas por analizar mas adelante como las
pruebas pendientes con los liposomas (actividad antibacteriana y antioxidante) y
nanoparticulas de cobre. Por otro lado, se podrian analizar otras concentraciones para poder
analizar la actividad antibacteriana u otro método reportado en literatura para poder
comprender las interacciones que existen entre nanoparticula-bacteria. Por otro lado, algunas
perspectivas a fututo se enfocan en determinar cuestiones de acoplamiento entre el
liposoma/nanoparticula y el extracto. Para poder tener un sistema de liberacion

posteriormente.
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VIII. Anexos

Anexo |. Extracto hexanico analizado por Resonancia Magnética Nuclear de 1H

xtracto hexanico

8GE°
E0F "
SOF°
86F "
FEST

ppm

Anexo Il. Extracto cloroférmico analizado por Resonancia Magnética Nuclear de 1H



84

ormico

Extracto cloro

T6L 0+
L08"
8e8 "
FE8”
098"
ogg"
168"
Faz”
EX:Ta
£0g”
Les”
8L9"
Zr0”
ZeL”
908"
S8¥% "
098"
G99°
989"
869"
LLE"
L6g”
G607
EIT ¥
TET”
6FT ¥
LoT"
SLe”
582"

8bs v
33571
92175
29£°6

= AN

a

L V=

LB 8
Tre s
T
05€°6
£6£°6
Teb 5
\.mm.m“
LOL"6
94 .m\

6TF 0T —

E6T ' TT—

N

o

)‘|‘|

w

\

S

0 ppm

Lo
|, TR N B

Et

xtracto AcOE

Anexo Ill. Extracto acetato de etilo analizado por Resonancia Magnética Nuclear de 1H

000°0-—

08870
£88°0
6870
5L6°0—
PST T~
L6GTT
mpw.a///
EGLTT—
5072~

Z0£° 2
m:.mw
pzE

T6L"T—
sogz"
Z8T e~
Z0b £
98 € —
189§ —
LLBTE —
ETT v —-
Hm.ﬁ.w\
6FT ¥

mwm.w\
595 %

FETG
£6E°5

296"

W

I3 a%
691"
noz-"
692"

i

Seda
N

LBFTE
058
£657¢E

Fee 6
el

82676
TIL 6
Zo9L7 6

8
8
g
16876
6
&
6

ppm

S S

L

10

fi1

Anexo IV. Extracto metanolico analizado por Resonancia Magnética Nuclear de ;H



85

Extracto metanolico
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